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CARACTERIZACION DE TEQUILA USANDO ESPECTROSCOPIA RAMAN Y
ANALISIS FISICOQUIMICOS

1 Rangel Sanchez, C. y 2Rodriguez Avila, R
RESUMEN

La presente investigacion fue realizada con una de las espectroscopias de mayor crecimiento en los ultimos afios; la
espectroscopia Raman, con la cual se analizaron cuatro diferentes tequilas comerciales; obteniendo de estos sus
grupos funcionales, asi se pudo descartar la presencia de metanol en ellos; pero se encontraron grupos funcionales
que les brindan su aroma y sabor caracteristico entre estos se encontrd el grupo funcional del etanol. También se
realizaron pruebas fisico quimicas las cuales fueron de acidez total y de cenizas; estas fueron llevadas a cabo
conforme a las Normas NMX-V-016-1980 y NMX-V-017-S-1981 respectivamente. Los tequilas analizados poseen
diferencias en su forma de produccion por esto las cantidades de acidez y de cenizas son diferentes.

ABSTRACT

The present research was carried out with one of the highest growth spectroscopies in recent years; Raman
spectroscopy, with which four different commercial tequilas were analyzed; Obtaining from these their functional
groups, thus could be ruled out the presence of methanol in them; But functional groups were found that give them
their characteristic aroma and flavor among which the ethanol functional group was found. Physical chemical tests
were also carried out, which were of total acidity and ashes; these were carried out in accordance with NMX-V-016-
1980 and NMX-V-017-S-1981 respectively. The analyzed tequilas have differences in their form of production for
this the amounts of acidity and ashes are different.

Palabras clave: Tequila, espectroscopia Raman, analisis fisicoquimicos.
INTRODUCCION

El Tequila es una bebida alcohdlica mexicana con denominacion de Origen (D. O. T.) obtenida de la doble
destilacion de jugo fermentado, también llamado mosto, que proviene de la planta Agave Tequilana Weber variedad
Azul (Ulises Contreras-Loera, 2009). La fermentacion alcohodlica en el proceso de elaboracion del tequila es una
etapa de suma importancia, ya que influye en el rendimiento y en las caracteristicas organolépticas del destilado
alcoholico (José Arnoldo Lopez-Alvarez, 2012). En el proceso de fermentacion del tequila es importante controlar el
factor de la acidez de este ya que debe estar en un rango de entre 4-5 (NOM-006-SCFI-2005).

El método Raman es una técnica rapida y no destructiva puede ser una herramienta 1til, por rapidez y bajo costo
(J.Luis Sanchez-Millan, 2007). Se ha utilizado la espectroscopia Raman para una gran variedad de analisis en
alimentos como pueden ser identificacion de contaminantes, determinacion cualitativa y cuantitativa de azucares,
carbohidratos, grasas o adulteraciones presentas en los alimentos (J.C. Ramos, 2013) - (Batsoulis, 2005).

MARCO TEORICO

El tequila es una de las bebidas mas famosas a nivel nacional y mundial. Se obtiene de la planta Agave tequilana
Weber, mejor conocido como Agave azul. La parte de la planta que es utilizada para la elaboracion del tequila es la
pifia. Una vez que las pifias son cortadas, se llevan a un horno en donde se realiza la operacion del cocimiento; éste
tiene la finalidad de degradar los azlicares complejos presentes en la pifia en azucares simples para que puedan ser
utilizados por la levadura en la operacion de fermentacion. El principal carbohidrato complejo presente en el agave
es la inulina, el cual es un polimero de fructosa con un residuo terminal de glucosa. Cuando la inulina se degrada por
se degrada por la accion de la acidez del jugo y del calor en el cocimiento, se obtienen principalmente fructosa y
glucosa. En seguida, se muelen las piflas para extraer el jugo que es colocado en tinas y es inoculado con un cultivo
de la levadura Saccharomyces cerevisiae, responsable de la fermentacion de los azucares presentes en el jugo.
Después el fermentado se destila, para obtener etanol y vinazas (mezcla de levaduras muertas, azucares no
fermentables y minerales). El tequila puede ser envasado inmediatamente después de la destilacion o puede afiejarse
en barricas de madera, las que le confieren las caracteristicas de sabor y color (M. Bauista Justo. L.J. Oropeza
Garcia, 2001). La espectroscopia Raman es una técnica fotonica que al hacer incidir un haz de luz monocromatica
tipo laser sobre la muestra permite analizar la pequeia fraccion de luz dispersada que presenta cambios frecuenciales
(bandas Raman) emitidos y que son caracteristicos del material en estudio y representan informacion valiosa acerca
de la composicion quimica. Es una técnica inelastica debido a que no existe conservacion de la energia, es decir la
energia del foton incidente del Laser es distinta a la del foton emitido por la muestra y su diferencia energética
representa la energia necesaria para activar los modos normales de vibracion molecular. Como toda técnica
espectroscopica, la informacion de los picos caracteristicos obtenidos de la sefial Raman para una sustancia;
constituyen la huella digital que permiten verificar la presencia de esta en una muestra y su respectiva cuantificacion
(G. Soler Barrera J. L.-H., 2013). La espectroscopia Raman se ha utilizado para la determinacion de los grados de
alcohol en bebidas alcohdlicas como el pulque, vino y whisky; al igual en vodka también se ha utilizado para
determinar el contenido de metanol y asi identificar las bebidas adulteradas (M. Cervantes Contreras, 2008).

METODOLOGIA



Para poder realizar el analisis de las muestras se cont6 con los siguientes procesos y equipos.
ESPECTROSCOPIA RAMAN

Fue realizada con el equipo Ocean Optics modelo QE65000 con una longitud de onda de 785nm y una potencia de
490 mw. En las figuras 1-2 se muestra el espectrometro y el arreglo del equipo, respectivamente.

Figura 1. Espectrémetro Figura 2: Arreglo de la instalacion del espectrometro

Se llevo a cabo la calibracion del equipo usando como muestra aspirina (ya que el espectro arrojado ya es conocido);
el software a usar es Spectrasuite con una potencia de 900 mw.

Para llevar a cabo el analisis de las muestras de tequila Jose Cuervo, Campo Azul, 7 Leguas y El Relicario de
Tonayan en espectroscopia Raman se tomaron 3 mL para su analisis, en la figura 3 se muestra una imagen de los
tequilas comerciales usados en este analisis.

Figura 3. Muestras de Tequila comercial

DETERMINACION DE ACIDEZ TOTAL.

En una céapsula de porcelana se neutralizaron 250 mL de agua, se utilizaron 2 mL de disolucion de fenolftaleina
como indicador y disolucion de hidroxido de sodio 0.1N, se agregaron 25 mL de la muestra y se titul6 con disolucion
de hidroxido de sodio 0.1N.

DETERMINACION DE EXTRACTO SECO Y CENIZAS.

Se tomaron de 25 a de la muestra, se colocaron en el crisol que se encuentra a masa constante, se evaporo a sequedad
en el bafio maria, se llevo el crisol a la estufa a una temperatura de 95°C durante 3 horas; se dejo enfriar en el
desecador y se determind su masa. El crisol que contiene el residuo del extracto seco se coloco en la mufla a una
temperatura de 525°C durante 1 hora, se sac6 el crisol se enfrio y se humedecieron las cenizas con agua, se secaron
en bafio maria, luego en la parrilla y se recalcinaron en la mufla a 525°C hasta obtener masa constante.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 4, 5, 6 y 7 se muestras los espectros de los tequilas analizados en el equipo Raman, asi como en la
figura 8 se muestra el espectro que incluye a los espectros de tequila anteriores y a los espectros del etanol y metanol
puros, en lo cual cabe remarcar que el grupo funcional que se presenta es del etanol dejando de lado la presencia de
metanol en los tequilas analizados, de igual manera se muestran las intensidades Raman encontradas en los tequilas
los cuales nos indican su composicion en lo que destaca grupos funcionales de anillos aromaticos, grupos carbonil y
grupos hidroxilo.
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Figura 8. Comparacion de los espectros de los tequilas y espectros de etanol y metanol puros

Los grupos de mayor relevancia son expuestos en la tabla 1 en la cual se puede apreciar los grupos funcionales
representativos de la intensidad Raman encontrada en el espectrometro, el grupo funcional fue asignado conforme la
bibliografia de la referencia a seguir (Colthup, 1990).

Tabla 1. Grupos funcionales del tequila a diferentes intensidades encontradas en Raman

Grupo funcional Frecuencia Raman cm-1 Referencia de intensidades
C-0 1038.5 750-1300
OH 884.56 500-900
C-0 1095.23 1000-1300
CH 1275.84 1150-1350
CH2 y CH3 1454.63 1250-1500
Anillos Arométicos 1602.69 1420-1620

La determinacion de la acidez total se realizé conforme a los lineamientos establecidos por la norma NMX-V-016-
1980 con la formula (1) que se obtuvo de la norma para el calculo de la acidez total de las bebidas alcohodlicas
destiladas, obteniendo como resultado los siguientes valores:

_ VXNx60x100 100

AT M *GAR @)

A.T.= Acidez total; V= Volumen de la disolucion de hidroxido de sodio gastado en la titulacion de la muestra, en
mL; N= Normalidad de la solucion; M= Volumen de muestra empleada en mL; G.A.R.=Grados de alcohol reales;
60=Miliequivalente del 4cido acético expresado en miligramos.

Campo azul A.T.= 105 mg de 4cido acético/100 mL de muestra.
7 Leguas A.T.= 60 mg de acido acético/100 mL de muestra.
Jose Cuervo A.T.= 12.63 mg de acido acético/100 mL de muestra.

La determinacion de cenizas se realiz6 conforme a los lineamientos presentes en la norma NMX-V-017-S-1981 con
la formula (2) respectivamente que se establece en la norma para calcular la cantidad de cenizas presentes en las
bebidas alcohdlicas, obteniendo los siguientes resultados:
My — M,
C= T %100 (2)
C=Cenizas; V=Volumen de muestra empleada en mL; Mo=Masa de la capsula mas cenizas en g; M;=Masa de

capsula vacia en g.

Campo azul C=0.0584 g/L
Tonayan C=0.0208 g/L



Jose Cuervo C=0.0684 g/L

Los resultados obtenidos de las pruebas fisico-quimicas fueron acordes a lo esperado, ya que los valores se
encuentran dentro de los limites permisibles, aunque el Tequila “Tonayan” mostro muy poca cantidad de cenizas y
un valor muy alto en la prueba de acidez total, esto puede ser causado por el proceso de fabricacion ya que también
presentaba caracteristicas fisicas diferente a los demas como era su color y su aroma estos mas intensos que los
demas tequilas analizados.

CONCLUSION

Los tequilas analizados por espectroscopia Raman no muestran presencia de metanol, lo que nos indica que no son
adulterados y pueden ser consumidos bajo la responsabilidad de quien lo adquiere. Se encontraron grupos
funcionales similares entre las diferentes muestras de tequila como fueron anillos aromaticos con una frecuencia de
1602.69, CH, y CH; con una frecuencia de 1454.63, por mencionar algunos. Por otro lado la prueba de cenizas nos
arroja datos sobre cuanto extracto del agave tiene el tequila, asi se pudo conocer que el tequila Relicario es elaborado
sin el uso de mucho agave en su produccion por lo cual su acidez esta en incremento con un pH de 8.38 saliendo
totalmente de la norma.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO DE PLANTAS DE LAS ZONAS NATURALES PROTEGIDAS DEL
ESTADO DE GUANAJUATO

Raygoza Roque Fabian' y Gémez Luna Blanca Estela’

RESUMEN

Los actinomicetos son bacterias que poseen propiedades para el crecimiento vegetal, su obtencion y
caracterizacion representa una de las apuestas mas grandes para la conservacion de las ANP’s (areas naturales
protegidas) y la obtencion de nuevos fertilizantes bioldgicos, los cuales reducirian notablemente los efectos
producidos por fertilizantes quimicos y brindarian proteccion a semillas y plantulas en desarrollo contra agentes
biologico-patdgenos. En el presente trabajo se realizd el aislamiento de nuevas promotoras de crecimiento, asi
como su resistencia y capacidad de inhibicion ante agentes fitopatdogenos (antagonismo), se probd la eficacia para
incrementar aspectos a un crecimiento sano como la velocidad de crecimiento, tamafio de la raiz, aumento en los
pelos radiculares, efectividad de germinacion, peso humedo y seco de plantulas de rabano y lenteja.

ABSTRACT

Actinomycetes are bacteria that have properties for plant growth, their production and characterization represents
one of the biggest bets for the conservation of natural protected areas and the obtaining of new biological
fertilizers, which would greatly reduce the effects produced by chemical fertilizers and Would provide protection
to seeds and seedlings in development against biological-pathogenic agents. In the present work, the isolation of
new growth promoters, as well as their resistance and ability to inhibit phytopathogenic agents, were tested to
increase aspects of healthy and rapid growth such as growth speed, root size, Increase in root hair, germination
effectiveness, wet and dry weight of radish and lentil seedlings.

Palabras clave: actinomicetos, areas naturales protegidas, fitopatdgenos, antagonismo.

INTRODUCCION

La humanidad enfrenta, actualmente, una crisis ambiental y social causada por diferentes factores socio-
econdmicos que impactan sobre la diversidad biologica (Challenger, 2009). En México, los problemas de
degradacion de suelos, deforestacion, sobreexplotacion de recursos hidricos y pérdida de biodiversidad, dejaron
de considerarse como simples datos estadisticos para constituir la causa de numerosos conflictos sociales (Cotler,
2004). El pais conserva solo aproximadamente 50% de su cobertura de vegetacion natural y se han perdido 127
especies vegetales y animales de las que 74 (58.2%) eran endémicas (Conabio, 2009).

Para tratar de solventar estos problemas, se han llevado a cabo diversos programas de reforestacion, pero, uno de
los problemas existentes es que en la rizésfeora se encuentran hongos fitopatogenos tales como Alternaria spp.,
Fusarium pp, Rhizoctoniaspp. y Colletotrichum spp., entre otros que atacan pequeias plantulas y semillas
importantes para las ANP’s (Gohel et. al., 2006).

Con las nuevas regulaciones y restricciones en el uso de plaguicidas y la demanda de productos orgénicos, crece
el interés por el uso de tacticas alternativas a los fungicidas para el manejo de enfermedades, particularmente el
uso de microorganismos benéficos, y sus metabolitos primarios y secundarios (Ezziyyani et. al. 2004).
Actualmente, diversas investigaciones se han centrado en la busqueda de nuevos antimicrobianos, principalmente
de origen en actinomicetos, por su prolifica produccion de antibidticos naturales y metabolitos secundarios
(Oskay & Tamer, 2004). Los productos de actinomicetos incluyen principalmente: antibidticos, antifungicos,
metabolitos, enzimas extracelulares (quitinasas, peroxidasas, glucanasas), inhibidores enzimaticos,
neurotransmisores, terpenoides, pigmentos, anticancerigenos y pesticidas entre otros; presentan una alta actividad
metabolica y son capaces de degradar la materia organica vegetal y animal, producen sider6foros, sustancias
promotoras del crecimiento vegetal in vitro, ayudan a la asimilacion del hierro en la fijacion de nitrégeno, lo cual
contribuye indirectamente a la promocioén de crecimiento vegetal (Crawford et. al.,, 1993), de ahi destaca la
importancia del presente trabajo.

METODOLOGIA

Obtencion de suelo

Se tomaron muestras provenientes de los alrededores de las raices de encinos, removiendo la hojarasca, ubicando
la zona de extraccion a 15 cm de la superficie.

Preparacion del suelo

Se tamizara la muestra de rizofora obtenidas, provenientes de la Sierra de los agustinos con posicion geografica y
agitando vigorosamente durante 2 horas utilizando un tamiz de la serie TYLER malla no. 20

Posteriormente, se tomaran 20 g de rizosfera para disolver en 90 ml de agua esteril.

Obtencion de nuevas promotoras de crecimiento



Para el aislamiento de las rizobacterias, Las muestras de suelo se inocularon en el medio selectivo ACC (1- acido
carboxilico, -1- aminociclopropano desaminasa), el cual contien por litro 4 g KH2PO4, 6 g NaHPO4, 0.2 g
MgSO04, 1 mg FeSO4, 10 pg H, 10 pg MnSO4, 50 ug CuSO4, 10 pg MoO3, 70 pg ZnSO4, glucosa 0.2%, ac.
Gluconico 0.2%, 0.2%, agar bacteriologico al 2% y ACC 3mM.

Vaciar en placas el medio que contiene agar.

Preparacion de los actinomicetos

Para el experimento se utlilizaron las cepas 113, 121, 125, 210, 254, 256, 257, 257.1, 258, 263, 263.1, 264, 264.1,
265, 265.1, 266, 269, 302, 303, 304 y un control, dichas cepas se resembraron en el medio PDA para aislar y
aumentar su poblacion, se incubaron a 28°C por 24 horas.

Se realizo tincion de Gram a cada una de las cepas antes mencionadas.

Prueba de germinacién

En tubos falcon, se inocularon 10 ml de PDA, los cuales se incubaron a 28°C por 24 horas para posteriormente
colocar 15 semillas de rabano (Rabhanus sativus) y 25 semillas de lenteja (Lens culinaris), las cuales se llevaron
a agitacion por 15 minutos.

En cajas Petri con papel previamente esterilizadas, se colocaron 3 ml de agua estéril para humedecer el papel y
posteriormente se colocaron las semillas en 3 hileras de 5 semillas para el caso del rabano y en 5 hileras de 5
semillas para el caso de la lenteja. Las cajas se llevaron a incubar a 28°C por 3 dias con revision cada 24 horas
Prueba de Antagonismo

A las cepas antes mencionadas, se les realizd una prueba de antibiosis contra hongos fitopatdogenos,; Fusarium
oxisporum, Alternaria sp, Bipolaris sp. Dichos hongos se aislaron colocando una rodaja de cepa de hongo en el
centro de una caja de Petri con medio PDA para obtener un crecimiento radial, posteriormente se llevaron a
incubar a 28°C por 48 horas para obtener una ligera ventaja del crecimiento del hongo contra la bacteria.
Obtenido el crecimiento adecuado del hongo, se procede a sembrar las cepas de bacterias antes mencionadas en 4
puntos de la placa, se dejan en incubacion por 48 horas a una temperatura de 28°C.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Pruebas de germinacion
Se obtuvieron los siguientes resultados para los dos tipos de semillas utilizadas, se utilizé un control unicamente
con agua para tratar las semillas, para las demas, se utiliz6 como tratamiento 1 ml de caldo PDA inoculado con la
respectiva cepa a evaluar.
a) Lenteja
Se observd un crecimiento de las raices superiores al control en las cepas 113 (18.66%), 121(8.86%),
210(20.72%), 254(20.28%), 256(31.37%), 257.1(3.41%), 258(67.74%), 265(17.99%), 265.1(6.67%),
269(3.27%), 302(44.02%) y 303(34.71%) como se indica en la figura 1.
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Figura 1 Aumento de crecimiento de las raices de lenteja respecto al control en porcentaje

Para el porcentaje de germinacion se obtuvo que las cepas 113 (96%), 121 (100%), 210 (100%), 254 (100%), 256
(100%), 258 (100%), 263 (96%), 263.1 (96%), 264 (100%), 265 (100%), 265.1 (100%), 266 (96%) y 303 (96%)
tuvieron una tasa de germinacion mayor a la del control (95%) como se muestra en la figura 2.

105
S 100
S 95
T 90
= re) (42} — o < O [ee] [32] i < n i O [a2]
E o — o~ — LN n n [(s} ™ O Y] TS} (o} o
o = — — (a\] (g\] (o] o~ o~ 0 (o] (o] Ite) o~ (33}
C
GJ ) ~ ~
Y o
()
° Cepa
X

Figura 2 Porcentaje de germinacién de la lenteja respecto al control
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Figura 3 Porcentaje de crecimiento superior de la raiz de rabano respecto al control

Se obtuvieron resultados para un porcentaje de germinacion del rabano superior al del control en todas las
cepas probadas a excepcion de la 254 y 257.1 como se indica en la figura 4.
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Figura 4 Porcentaje de germinacion de las semillas de rabano

Prueba de antagonismo

De las cepas confrontadas a Fusarium oxisporum las que mostraron resistencia fueron: 113, 121,256, 257, 258
263, 263.1, 266, 269, 302, 303 y 304. Para la confrontacion ante Bipolaris sp las cepas que mostraron resistencia
fueron: 121, 254, 256, 257, 258, 263 263.1, 265, 266, 303 y 304. Para la confrontacion ante Alternaria sp las
cepas que presentaron resistencia e inhibicion al crecimiento fueron: 113, 256,257, 263, 263.1, 265, 266, 269,
302, 303, 304.

Figura 6 Confrontacion de cepa vs Fusarium

. Lo . oxisporum, cara superior de la placa
Figura 5 Confrontacién de cepa vs Fusarium P ’ P p

oxisporum cara inferior de la placa

CONCLUSIONES

El estudiar bacterias que promueven el crecimiento bacteriano, es una de las alternativas mas prometedoras no
solo para la industria, también para las areas naturales protegidas, puesto que, éstas muestran un aumento
significativo en el crecimiento vegetal y no solo eso, sino que también una proteccion ante elementos Fito
patégenos del medio natural en donde se encuentran. Las bacterias provenientes de las areas naturales protegidas
juegan un papel muy importante para la conservacion y proteccion de las areas naturales protegidas y
posiblemente seran los fertilizantes del futuro.
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ANALISIS DE LA GESTION COMUNITARIA EN BENEFICIO DE LA PROTECCION
DEL HUMEDAL CIENEGA DE TAMASOPO

Morin Rodriguez Oscar Alejandro' y Maldonado Miranda Juan José’
RESUMEN

El humedal Ciénega de Tamasopo alberga especies de flora y fauna de importancia ecoldgica, siendo la agricultura y
la ganaderia las principales actividades emprendidas en la zona, las cuales ponen en riesgo su conservacion. Con la
finalidad de proteger el humedal, este fue decretado sitio Ramsar en el 2008; no obstante, las actividades humanas
dentro la Ciénega (realizadas principalmente por habitantes de la region) contintan afectando su integridad. La
presente investigacion pretende analizar en qué estado se encuentra la participacion social en torno a la conservacion
sustentable de la Ciénega de Tamasopo, asi como la perspectiva que tienen los habitantes respecto al papel que
desempeiia el gobierno a través de sus politicas publicas dirigidas a la proteccion del humedal.

ABSTRACT

The wetland Ciénega of Tamasopo is home to flora and fauna of ecological importance, agriculture and livestock are
the main activities undertaken in the site, which endanger his conservation. In order to protect it the wetland was
designated as a Ramsar site in 2008; however, the human activities within the Ciénaga (mainly carried out by the
region's inhabitants) continue to affect its integrity. The following research aims to analyze the state of social
participation in the sustainable conservation of the Ciénega of Tamasopo, as well as the perspective that the
inhabitants about the role of the government plays through its public policies concerning the wetland it’s protection.

Palabras clave: Areas Naturales Protegidas, Participacion Social, Sustentabilidad Ambiental, Politicas Publicas.
INTRODUCCION

Los trastornos generados al medio ambiente como consecuencia de la actividad humana han dado origen a la
creacion de diversos programas para la proteccion de aquellas areas naturales cuya conservacion resultan de vital
interés, ya sea para promover un uso de los recursos naturales de una manera sustentable, para proteger los servicios
ambientales que proveen, o por la flora y fauna que habitan en dichas regiones (especialmente si se tratan de especies
endémicas y/o en peligro de extincion).

En México, la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), es el organismo encargado de generar,
impulsar y fortalecer iniciativas para la conservacion y manejo sustentable de la biodiversidad del pais. Actualmente,
la CONANP administra 182 areas naturales de caracter Federal, las cuales contienen en su conjunto 90,839,521.55
hectareas (ha); ademas, apoya 381 areas destinadas voluntariamente a la conservacion con una superficie de
408,639.83 ha. De las 182 Areas Naturales Protegidas (ANP), 66 de ellas son Parques Naturales, 45 Reservas de la
Bidsfera, 40 Areas de Proteccion de Flora y Fauna, 18 Santuarios, 8 Areas de Proteccion de Recursos Naturales y 5
Monumentos Naturales (CONANP, 2017).

Dentro del Estado de San Luis Potosi, los esfuerzos dirigidos hacia la creacion y conservacion de ANP han dado
origen a la creacion de 19 zonas decretadas como tal. Dentro de estas, sdlo una de ellas se encuentra registrada
dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SINAP), siendo éste el caso de la Reserva de la Biosfera Sierra del
Abra Tanchipa (RBSAT), la cual colinda con el estado de Tamaulipas en una pequefia porciéon y cuenta con una
superficie total de 21,464.4425 ha (CONANP, 2016). Asi mismo, la CONANP, al tener el mandato de conservar las
areas naturales protegidas de ambito Federal, entre ellas los ecosistemas de humedales (Diario Oficial de la
Federacion, 2013), se encarga de gestionar el Sitio Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo (SRHCT), que forma
parte de la micro cuenca N° 40 y cuenta con una superficie de 1,364.2 ha (Ramsar, 2008). Ambas ANP, son el objeto
de estudio la presente investigacion, donde se realizé un diagnostico de la Participacion Social (PS), siendo el
SRHCT la médula central de la investigacion, tomando a la RBSAT como objeto de comparacion.

Dado que dentro de las ANP en estudio han existido asentamientos de comunidades humanas que dependen de sus
recursos naturales y servicios ambientales incluso antes de que éstas fueran declaradas como tal, es importante
contemplar el impacto que generan las actividades de dichas poblaciones con respecto a la conservacion de estas
areas, de tal manera que resulta pertinente conocer en qué grado se encuentran involucrados y comprometidos los
habitantes de la region para asi determinar el nivel de la participacion social dirigida hacia la conservacion de dichas
ANP. Con lo anterior se pretende que la informacion obtenida sea de ayuda para la planeacion, implementacion y
reforzamiento de las medidas, reglamentos y/o normas dirigidas a la conservacion de las ANP a través del fomento
de la Participacion Social de una manera consiente y sustentable.

MARCO TEORICO

De acuerdo con el Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012, la sustentabilidad ambiental es abordada como “la
administracion eficiente y racional de los recursos naturales, de manera tal que sea posible mejorar el bienestar de la
poblacion actual sin comprometer la calidad de vida de las generaciones futuras”. Para lograr lo anterior resulta
indispensable que tanto los gobiernos como la sociedad civil se involucren de manera activa y consciente a partir de



la proteccion, conservacion y restauracion del medio ambiente. Sin embargo, si se pretende alcanzar lo anterior, es
necesario implementar Politicas Publicas (P.P) que contemplen la PS como un factor a considerar dentro de su
diagnostico, planeacion, implementacion y control de manera que las P.P., sean compatibles con el desarrollo
sustentable de las ANP y los intereses de las comunidades que forman parte de ellas.

Mballa, Carranza y Maldonado (2011), consideran que las P.P. deben “establecer formas y procedimientos para
actuar e intervenir en la sociedad”. Una de esas P.P, que sostienen una mayor definicion juridica para la conservacion
de la biodiversidad son las ANP, (CONANP, 2017), las cuales, segln el articulo 47 de la Ley General de Equilibrio
Ecoldgico y la Proteccion del Ambiente (1988), deben de tener en cuenta la participacion de sus habitantes en
conformidad, con el fin de promover el desarrollo de las comunidades y asegurar la proteccion de los sistemas.

Por definicion, las ANP son zonas de un territorio donde el ambiente original no ha sido modificado
significativamente por actividades humanas y que requieren ser preservadas o restauradas. En México son creadas a
partir de un decreto presidencial y a partir de ello las actividades realizadas dentro de ellas son reguladas de acuerdo
a la Ley General del Equilibrio Ecologico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA), su Reglamento, el programa de
manejo y los programas de ordenamiento ecologico, ademas, se encuentran sujetas a regimenes especiales de
proteccion, conservacion, restauracion y desarrollo, segun categorias establecidas en la Ley (CONANP, 2016).
Asimismo, para llevar a cabo una declaratoria de éste tipo es necesario que los habitantes de las ANP sean
previamente informados y consultados con la finalidad de que otorguen su consentimiento en relacion a la
declaracion.

Las ANP se engloban en distintas categorias, una de ellas es la Reserva de la Biosfera, éstas son zonas reconocidas
por el Programa el Hombre y la Biosfera (MaB) de la UNESCO y estan compuestas por ecosistemas terrestres,
maritimos y costeros donde se busca fomentar la sustentabilidad y la conservacion de la biodiversidad, el desarrollo
econdmico, la investigacién y la educacion (UNESCO, 2017). La RBSAT fue decretada como tal el 27 de
septiembre de 1994 bajo la presidencia de Carlos Salinas de Gortari y en el articulo décimo quinto del decreto se
expone que “los ejidatarios, propietarios y poseedores de predios ubicados en la Reserva de la Biosfera, estan
obligados a la conservacion del area” (DOF, 1994).

Otra categoria para las ANP son los sitios Ramsar, nombre adoptado tras la Convenciéon de Ramsar de 1971 que
derivo en un acuerdo internacional entre paises y ONG’s preocupados por la pérdida y degradacion de humedales
que son zonas donde el agua es el principal factor que controla el ambiente, la vegetacion y la fauna, en ellos la capa
fredtica se encuentra en o cerca de la superficie del terreno o donde el terreno esta cubierto por agua y son regulados
por la (CONANP) en coordinacioén con unidades administrativas competentes de aplicar los lineamientos adoptados
por la Convencion de Ramsar (CONANP, 2014). EI SRHCT fue decretado sitio Ramsar N° 1814 el 2 de febrero del
2008 durante la presidencia de Felipe Calderon Hinojosa y de acuerdo con el Cuarto Plan Estratégico de Ramsar para
2016-2024 (Ramsar, 2015) se pide “fortalecer y respaldar la participacion plena y efectiva y las acciones colectivas
de los interesados, entre ellos los pueblos indigenas y las comunidades locales, en pro del uso sostenible, integral y
racional de los humedales”.

METODOS Y MATERIALES

El enfoque de la investigacion es de caracter cualitativo, descriptivo, analitico, correlacional y documental. Para
llevarla a cabo esta metodologia se utilizd como instrumento de medicion la encuesta de 16 reactivos con el fin de
conocer los niveles de participacion social, la cual fue aplicada en un trabajo de campo y complementada con una
investigacion documental. Las encuestas fueron aplicadas sobre dos muestras a partir de un muestreo no
probabilistico; dado que se trata de una investigacion cualitativa, el tamafio de las muestras fue ajustado por
conveniencia de acuerdo con Sampieri (2010). Se realizaron un total de 25 encuestas, 15 de ellas fueron aplicadas en
la comunidad de Cabezas, Municipio de Tamasopo S.L.P. (para conocer los niveles de percepcion social en el
SRHCT) y las 10 restantes en la comunidad de Laguna del Mante (para conocer los niveles de Participacion Social
en RBSAT); dichas comunidades cuentan con una poblacion de 212 y 2,036 habitantes respectivamente (SEDESOL,
2010). Por ultimo, los datos obtenidos fueron procesados por medio de un software de Google Form para poder
facilitar su analisis, tomando como eje central de la investigacion del Sitio Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo
cuyo comportamiento fue comparado con el de la RBSAT dado que este ltimo resulta un punto de comparacion
idoneo para el estudio.

RESULTADOS

El objetivo general de este trabajo fue conocer la participacion social de la poblacion que habita en la region del Sitio
Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo (SRHCT), los 16 reactivos de la encuesta realizada fueron englobados en
cinco indicadores: Conocimiento, Disposicion, Involucramiento, Accion Gubernamental y Percepcion de la Accion
Gubernamental. Los resultados se encuentran desglosados por indicadores en la Tabla 1, donde ademas se muestra
una comparacion con los resultados de la RBSAT.

Como se puede observar en la Tabla 1, el indicador de Conocimiento tiene un comportamiento muy similar entre
ambas poblaciones, donde el 66.7% de la poblacion del SRHCT y el 63.3% en RBSAT tienen algiin conocimiento
sobre los beneficios que les brinda su ANP, sus comités y donde hacer denuncias; mientras el 33.3% y el 36.7% de la
poblacion, respectivamente, no tiene ese conocimiento.

En cuanto al indicador de Involucramiento, se observa que existe una diferencia un poco mayor entre ambas
poblaciones, sin embargo ambas tienen una tendencia similar. E1 60% de la poblacion del Sitio Ramsar Humedal
Ciénega de Tamasopo (SRHCT), y el 76.7% en la RBSAT se encuentran involucradas en reuniones, disefio de
propuestas y conservacion, con un respectivo 40% y 23.3% poblacion no involucrada.

Tabla 1. Resultados de Encuestas.

[ Reactivos | SRHCT | RBSAT
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)
Respuesta Si No Si No

—

CONOCIMIENTO

1 53.3 46.7 40 60

4 86.7 133 80 20

14 60 40 70 30

INVOLUCRAMIENTO

3 13.3 86.7 70 30

9 86.7 133 100 0

16 80 20 60 40

ACCI!!N GUBERNAMENTAL

2 6.7 93.3 50 50

5 20 80 50 50

7 27.6 73.3 50 50

10 27.6 73.3 50 50

DISPOSICION

6 93.3 6.7 90 10

15 86.7 13.3 40 60
Respuesta Nula Poca Mucha Nula Poca Mucha

—

8 26.7 60 13.3 40 20 40

PERSEPCION DE LA ACCION GUBERNAMENTAL

Respuesta Si No Si No

—

13 20 80 40 60
Respuesta 0 1-3 4-6 7-10 0 1-3 4-6 7-10

—

11 73.3 26.7 0 0 20 70 10 0
Respuesta | Municipal | Estatal Federal | Todos | Ninguno | Municipal | Estatal Federal | Todos Ninguno

—

12 13.3 133 20 6.7 46.7 20 20 30 20 10

Fuente: elaboracion propia

Por otra parte, la Accién Gubernamental se observa que solo un 20.5% de la poblacién en del SRHCT ha recibido
apoyo, informes, capacitacion o ha sido solicitada su opinion por alguna institucion de gobierno, contra un 50% de la
poblacion de la RBSAT, es decir, mas del doble con respecto al Sitio Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo
(SRHCT).

Respecto al indicador de disposicion muestra que el 90% de la poblacion del SRHCT tiene la disposicion y el interés
por participar en la conservacion, contra un 65% en la RBSAT; en cambio, sélo el 13.3% en el SRHCT considera
que lo hace de una manera considerable, frente a un 40% en la RBSAT.

Por tltimo, la Percepcion de la Accion Gubernamental muestra que un 80% de la poblacion del SRHCT y un 60% en
la RBSAT consideran que la ley no regula de igual manera las actividades de los habitantes y las empresas privadas,
ademas, el 73.7% de la poblacion cree que ningin programa gubernamental ha funcionado en el SRHCT, mientras
s6lo un 20% lo cree asi en la RBSAT. Asimismo, el 46.7% consideran que ninguno de los tres niveles de gobierno
tiene participacion en la conservacion del Sitio Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo (SRHCT), en contraste con
el 30% que cree que el gobierno federal es quien tiene mayor participacion en la conservacion de la RBSAT.

CONCLUSIONES

De manera generalizada, se puede afirmar que para conseguir una conservacion sustentable de las ANP es
indispensable involucrar la participacion consiente de la sociedad. Para lograrlo es preciso implementar politicas
publicas que tomen en cuenta los intereses y necesidades de las comunidades con el fin de fomentar la participacion
de los habitantes. Respecto a ello, en el Sitio Ramsar Humedal Ciénega de Tamasopo (SRHCT) se observo una débil
participacion social derivada de una deficiente intervencion del gobierno, no obstante, existe la disposicion de los
habitantes por contribuir en la conservacion del humedal. En consecuencia, se recomienda a las autoridades
reconocer la importancia que la sociedad tiene en el cuidado de las ANP para asi consumar programas que
favorezcan una participacion consiente y proactiva de la sociedad a partir de la consulta de los intereses, inquictudes
y expectativas que ésta pueda tener sobre la preservacion de las mismas.
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CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS PARA LA REGENERACION CELULAR

Hivon Guerrero Trejo', Ma. Elena Calixto Olalde’y José Francisco Louvier Hernandez’
RESUMEN

Se prepararon peliculas poliméricas para su potencial aplicacion a la regeneracion celular a base de QT y PVA usando
glicerina como plastificante e incorporando aloe vera al 1% y aceite de caléndula al 0.5 y 1 % para potencializar su
capacidad de regeneracion celular. También se realizo el entrecruzamiento del PVA con borax para modificar sus
propiedades mecanicas y favorecer una mayor elasticidad. Las peliculas con sabila presentaron mejor transparencia y
elasticidad. El aceite de caléndula proporcioné mayor flexibilidad y suavidad al tacto. Las pruebas mecénicas
mostraron que la adicion de los extractos aumenta la rigidez en las peliculas, y el entrecruzamiento del PVA con bérax
da caracteristicas de elastomeros.

ABSTRACT

Polymeric films for cell regeneration based on QT and PVA were made using glycerin as a plasticizer due to they have
an antimicrobial effect, are non-toxic, biodegradable and favor cell growth. The base formulation B aloe vera 1% and
marigold oil at 0.5 and 1% were added, A cross-linking of PVA was performed with borax in aqueous solution,
obtaining films with better transparency and smoothness in the case of B-S, opacity and oily surface In B-AC films
and greater flexibility and softness to the touch in B-E. The mechanical tests showed that the addition of the extracts
increases the stiffness in the B-S and B-AC films whereas B-E presents a remarkable reduction of stiffness and
characteristics of elastomers.

Palabras Clave: biopeliculas, PVA, caléndula, sabila, entrecruzamiento.
INTRODUCCION

En la actualidad se han realizado numerosas investigaciones para el desarrollo de peliculas poliméricas principalmente
para usos médicos, debido a la necesidad de acelerar el proceso de regeneracion del tejido dafiado debido a quemaduras
o ulceras. El objetivo principal de la creacion de este tipo de peliculas es proporcionar a la zona afectada un material
compuesto que simule las funciones de la piel proporcionando asi un ambiente adecuado para la cicatrizacion que evite
la perdida de humedad, reduzca el contacto con bacterias presentes en el medio ambiente y estimule la regeneracion
celular.

El quitosano es un polimero que se obtiene por desacetilacion de la quitina que se caracteriza por su grado de acetilacion
y por su peso molecular (el cual varia dependiendo de la fuente) los cuales influyen en su viscosidad y solubilidad. El
quitosano puede plastificarse con glicerol para obtener una clase de termoplastico [1]. Este polimero presenta
propiedades unicas, como la biodegradabilidad, no toxicidad, efecto antibacteriano y biocopatibilidad que permite
proteger una herida al usarlo como apdsito manteniendo un nivel de humedad adecuado [2]. El alcohol polivinilico es
un polimero sintético, obtenido por hidrélisis acida o basica del acetato de polivinilo, muy utilizado en la preparacion
de peliculas por sus propiedades eldsticas, mecanicas y permeabilidad. Debido a estas caracteristicas el QT y el PVA
se utilizan en la creacion de apdsitos para la regeneracion celular.

El objetivo de este proyecto es evaluar las propiedades de peliculas de QT, PVA y glicerina al adicionar aloe vera al
1% y aceite de caléndula al 0.5% y 1%, ademas de realizar un entrecruzamiento del PVA con bérax al 1%. Al adicionar
aloe vera y aceite de caléndula se pretende aumentar el potencial de regeneracion celular de la pelicula.

El aloe vera es muy utilizado en lesiones de la piel, fundamentalmente por su poder emoliente suavizante que ejerce.
Se ha confirmado que estos cristales o pulpas contienen vitaminas A, B1, B2, B6, C, E y acido folico. Ademas
contienen minerales, aminoacidos esenciales y polisacaridos que estimulan el crecimiento de los tejidos y la
regeneracion celular [3]. En cuanto a la caléndula contiene compuestos activos como triterpenos (antiinflamatorios) y
flavonoides, aceites esenciales, saponinas, mucilagos y sustancias amargas como la calendina. Estos componentes son
algunos de los principios activos que le confieren a la C. officinalis sus propiedades antiinflamatoria, antiséptica.
Cicatrizante, desintoxicante y fungicida [4].

El entrecruzamiento del polimero PVA se lleva a cabo por medio de enlaces no covalentes con el ion borato, creando
asi redes tridimensionales de gel. Para lograr el entrecruzamiento con borax es necesario hidrolizarlo en solucion
acuosa y de esta manera formar un sistema buffer acido borico- borato. Como el ion borato es tetrafuncional en su
interaccion con los polioles brinda un mejor grado de entrecruzamiento que el acido bdrico por si solo.

METODOS Y MATERIALES
Reactivos
Los materiales utilizados fueron quitosano (QT) (utilizado en forma de polvo blanco de bajo peso molecular y con un
grado de desacetilacion de 90%), alcohol polivinilico (PVA) (con un grado de hidrolisis de 99%), acido acético glacial

(99%), todos de la marca Sigma-Aldrich, borato de sodio (bérax) marca Golden Bell, la glicerina (GL) de grado
comercial, aceite de caléndula de grado comercial adquirido en un centro botanico y la pulpa de sébila (aloe vera).
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Preparacion de peliculas

La preparacion de las peliculas fue realizada con base a la formulacion establecida de quitosano 1%, PVA 1% y
glicerina 5%. A esta formulacion base se le incorpord por separado aceite de caléndula al 0.5 y 1% y sabila 1%. Otra
de las modificaciones realizadas fue el entrecruzamiento del PVA con boérax.

El procedimiento para la preparacion de las peliculas consistio de la disolucién de PVA al 1% a 80°C y 300 rpm, una
vez disuelto por completo se dejo enfriar a temperatura ambiente y posterior a esto sé adiciono6 acido acético al 1%
agitando a 300 rpm con un agitador mecénico, después de dos minutos se le adiciond CHT al 1% en pequefias
cantidades hasta disolver por completo. Una vez disuelto el CHT se adiciondé como plastificante glicerina al 5%
continuando la agitacion por 40 minutos. Para el caso de las peliculas con aceite de caléndula este se adiciond después
de la adicion de acido acético con la finalidad de favorecer la incorporacion del aceite dentro del medio, la adicion de
los reactivos sigui6 la misma secuencia antes mencionada. Para la pelicula en la cual se incorporé la sabila, ésta se
adiciono a la mezcla en 1% al momento de agregar la glicerina y continuando con la agitaciéon mecénica por 40 minutos.
Para el entrecruzamiento del PVA con borax, se prepard una un volumen igual al volumen de la mezcla a un porcentaje
igual al de la solucion de PVA y se agrego a la mezcla base una cuarta parte del volumen de la solucion de borax.

En todos los casos, la mezcla fue vaciada en placas de acrilico y se dejaron secar en incubadora por 24 horas a 28°C y
después de sacar de la incubadora se dejaron 24 horas mas a temperatura ambiente.

B=QT 1%, PVA1% y glicerina 5%.

B-E= QT 1%, PVA 1%, glicerina 5% y entrecruzamiento del PVA con boérax.

B-S= composicion base (B) mas pulpa de sabila al 1%.

B-AC/0.5= composicion base mas aceite de caléndula al 0.5%.

B-AC/1= composicion base mas aceite de caléndula al 1%.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojo se obtuvieron con un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier marca
PerkinElmer 77016 FT-IR.

Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis se realizé en un equipo TA Instruments Modelo 20 en un intervalo de 25-600 °C, a 10 °C/min y con un
flujo de N, mL/min.

Propiedades mecdnicas

Las pruebas mecanicas se llevaron a cabo en una maquina universal de ensayos mecanicos Shimadzu AGS-X de
acuerdo a la norma ISO 527-3:1995.

RESULTADOS

Se obtuvieron las peliculas de manera exitosa, mostrando una buena transparencia y una menor segregacion de la
glicerina y del aceite de caléndula, esto se logro realizando pruebas con el orden de adicion de los reactivos y el tiempo
de mezclado hasta obtener peliculas mas homogéneas y con un menor grado se segregacion de la glicerina y el aceite
de caléndula. Para el tiempo de secado de las peliculas, la humedad es un factor importante que interfiere en este
periodo, por lo que se recomienda mayor tiempo en una atmosfera controlada como lo son las incubadoras.

Figura 1. Peliculas, de izquierda a derecha, B, B-S, B-AC/0.5, B-AC/1 y B-E.

Analisis FTIR
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Figura 2. Espectro FTIR de B.

La figura 2 muestra el FTIR de la pelicula B, se observa entre 1000 y 1050 cm™ una banda caracteristica de tension C-
0, entre 3000 y 3300 cm™ se encuentra una banda de tension O-H, es una banda ancha debido a que estos grupos OH
de la glicerina pueden formar puentes de hidrogeno entre sus moléculas o con moléculas vecinas de QT y PVA, lo que
da lugar a la observacion de la banda caracteristica del quitosano aproximadamente entre 1500 y 1600 cm™ [2] [5]. En
el FTIR de la pelicula B-S lo que se esperaria ver es la sefial de los enlaces glucosidicos pertenecientes a los
polisacaridos presentes en el mucilago de la sabila, sin embargo no es apreciable, esto puede ser debido a que el aloe
vera contiene en su mayoria agua, cerca de un 98.5% y el resto de mucilagos compuestos en su mayoria por
polisacaridos [6]. Para las peliculas B-AC se pueden apreciar claramente bandas entre 560 y 700 cm™, estas pueden
atribuirse a la interaccion del aceite de caléndula. E1 FTIR de B-E presenta la banda de tension O-H entre 3000 y 4000
cm’ es ancha por la formacion de enlaces de hidrogeno caracteristicos de las interacciones entre el ion borato y los
radicales OH del PVA, entre 1400 y 1500 cm™ se muestra la sefial caracteristica de grupos —CH, [7].

Analisis TGA

Tabla 1. Resultados del andlisis TGA
Pelicula Porcentaje de humedad Temperatura de mdaxima Porcentaje de peso
(%) velocidad de pérdida de residual a 300 °C (%)
peso (°C)
B 20 205 15
B-S 20 208 18
B-AC/0.5 25 211 10
B-AC/1 20 213 18
B-E 22 200 18

Los resultados del analisis TGA nos muestran un porcentaje de humedad similar entre las muestras, esto se refleja en
la pérdida de peso a 100 °C, ademas la temperatura de maxima velocidad de pérdida de peso también es muy similar
entre las muestras encontrandose entre los 200 y 220 °C, a temperaturas similares (200 a 300 °C) se lleva a cabo la
despolimerizacion del quitosano. La degradacion térmica del PV A se lleva a cabo por debajo de los 300 °C, entre los
200 y 300 °C se desprenden los grupos hidroxilo formando agua, acido acético y acetaldehido, a temperaturas
superiores a los 300 °C se lleva a cabo la degradacion de la cadena principal. La similitud entre las temperaturas de
maxima velocidad de pérdida de peso entre las peliculas se debe a que su composicion principal es PVA y QT y la
degradacion de estos compuestos inicia entre 200 y 300 °C [5] [8]. En las peliculas B-S y B-AC se observa un
comportamiento parecido dandose la maxima pérdida de peso entre 208 y 213 °C, para el caso de B-S la
descomposicion del mucilago que es el mayor componente en la pulpa de sébila se da alrededor de los 270 °C [9] y

para B-AC. En B-E la temperatura de fusion del PVA baja por efecto del entrecruzamiento, ademas la degradacion del
polimero o la deshidratacion del borax sin reaccionar se llevan a cabo cerca de los 230 °C [10].

Pruebas mecanicas
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Figura 3. Grafica de médulo de elasticidad.

En la grafica 3 se puede observar que se necesita una mayor fuerza para lograr la deformacion en B-S, lo que nos
indica que la pulpa de sabila le aporta mayor rigidez a la pelicula. Comparando B con B-AC/1 se observa que al
incorporar aceite de caléndula también aumenta muy poco la rigidez, en cambio para la pelicula B-E se observa una
disminucion de la fuerza necesaria para lograr la deformacion, lo que nos indica una pelicula mas flexible. Una de las
caracteristicas importantes que se present6 al llegar al momento de rotura la pelicula B-E fue que emiti6é un sonido
parecido al de una liga plastica al romperse y regreso rapidamente a su forma original, dio origen a una curva stress-
strain caracteristica de elastomeros.
CONCLUSIONES

Las peliculas a base de PVA y QT plastificadas con GL (B) mostraron una buena flexibilidad y transparencia, al
agregar los extractos (aloe vera y aceite de caléndula) se observo un cambio en estas propiedades. La pelicula B-S
mostré mejor transparencia y suavidad al tacto mientras que en B-AC se observo opacidad y textura un poco aceitosa,
en el caso de la pelicula B-E presentd un color entre blanco y gris y una gran flexibilidad. Las pruebas mecanicas
mostraron que se necesita una mayor fuerza para lograr la deformacion de las peliculas B-S y B-AC indicando una
mayor rigidez atribuida al aloe vera y al aceite de caléndula. La pelicula B_E mostré un menor mddulo de elasticidad
y caracteristicas propias de elastomeros resultado de la interaccion entre el PVA y el borax dando como resultado una
pelicula muy flexible que al momento de la rotura recupera rapidamente su forma original.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE CEPAS CON CAPACIDAD
DE BIODEGRADACION DE COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES “COV"S”

Becerra Cervera Jesus' y Conde Bajaras Eloy2
RESUMEN

En la actualidad existen diversos procesos industriales que generan gases contaminantes, que al ser de dificil
degradacion se acumulan en el ambiente, o reaccionan con otras sustancias generando compuestos peligrosos
que dafian a este, y provocan a su vez serios dafios a la salud de la poblacion que habita en la cercania. Un
problema principal de la generacion de gases contaminantes es la emision de los llamados Compuestos
Organicos Volatiles (COV’s), que son contaminantes toxicos ambientales prioritarios, debido a su potencial
carcinogénico y toxicidad incluso a bajas concentraciones. En México y Guanajuato existen giros artesanales e
industriales que utilizan mezclas de COV’s o componentes individuales que son dificiles de degradar, es por
esto que existen diversas tecnologias para dar tratamiento a las emisiones de estos, una alternativa viable es la
biofiltracion, esta implica la utilizacion de microorganismos aplicados en sistemas controlados, donde son
utilizadas fases bidticas previamente adaptadas a degradar un contaminante en especifico, el cual es utilizado
como unica fuente de carbono y energia. El presente trabajo abordd la caracterizacion de consorcios
microbianos CRI, CRII y CRII previamente identificados con capacidad de degradar COV's en especifico
Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xilenos “BTEX”. La caracterizaciéon bioquimica se desarrollé utilizando
técnicas de microbiologia convencional y bioquimicas. La caracterizacion bioquimica servira para un desarrollo
tecnologico utilizando reactores biologicos denominados “biofiltros” para el tratamiento de COV’s en la region
centro.

Palabras clave: actividad enzimatica, BTEX, consorcios microbianos.
INTRODUCCION

Un método de tratamiento bioldgico de contaminantes gaseosos como BTEX y con sus caracteristicas
principales es la biofiltracion el cual es un proceso para el tratamiento de contaminantes gaseosos organicos e
inorganicos. En este proceso el aire contaminado pasa a través del material filtrante (lecho) donde se encuentran
adheridos los microorganismos en una biopelicula, el flujo gaseoso es transferido al medio liquido en donde los
microorganismos utilizan al contaminante como su fuente de carbon y energia, dando como resultado didéxido
de Carbono, agua, sales inorganicas, biomasa y residuos polimétricos nuevos. Los microorganismos utilizados
para la degradacion dependen de las caracteristicas de los contaminantes. La degradacion del contaminante se
da en la biopelicula formada, después de que se transfiere al medio liquido, ya que los microorganismos no
pueden tomarlo directamente de la fase gaseosa (Hernandez-Vega P., 2012). En referencia a los
microorganismos utilizados en sistemas de biofiltracion, estos pueden ser propios del material organico
filtrante, por ejemplo microorganismos presentes en suelo o compostas (Cox y col, 1993 citado por Conde
Barajas, 1999), aunque también se desarrollan consorcios especializados en la degradacion de ciertos
contaminantes para obtener mayores eficiencias de eliminaciéon del contaminante al tener desde un inicio
organismos adaptados y capaces de utilizarlo como fuente de carbono y energia (Hernandez-Vega P., 2012,
2002). Los microorganismos elegidos para el tratamiento de COV’s deben ser capaces de oxidar los
contaminantes en condiciones de no esterilidad, ya que los gases contaminados normalmente no tienen un
tratamiento previo como esterilidad, principalmente por cuestiones econdémicas (Herndndez-Vega P., 2012).
Para los tratamientos de aire contaminado, sin embargo, la mayoria de los microorganismos presentes en los
biofiltros son bacterias y hongos, encontrandose bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, Alcaligenes,
Bacillus corynebacterium, Sphinogomonas, Xanthomonas, Nocardia, Mycobacterium, Rhodococcus,
Xanthobater, Clostridium y Enterobacter. En cuanto al reino fungi se pueden encontrar Phanerochaete
chrysosporium, Tramtesversicolor, Pleurotusostreatus, Aspergillus, Cladosporium, fusarum, Bjerkandera
adusta entre otros (Bedolla R. H.I., 2015). Muchos microorganismos pueden utilizar compuestos aromaticos
como unica fuente de carbono, la degradacion de este tipo de compuestos es muy importante debido a su
naturaleza toxica, los microorganismos capaces de degradarlos previenen la acumulacion en el ambiente,
impidiendo una seria contaminacion de los suelos y agua subterranea, logrando evitar un gran dafio ecologico
(Bedolla R. H.I,, 2015). De lo anterior se hace importante entonces la caracterizacién microbioldgica y
bioquimica-enzimatica de microrganismos que conforman consorcios microbianos con capacidad de
biodegradacion e BTEX. Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar por técnicas
microbioldgicas convencionales y pruebas bioquimicas cepas microbianas pertenecientes a consorcios
microbianos previamente adaptados y seleccionados por su capacidad de biodegradar BTEX en fase gas
(validados de estudios previos), con la finalidad de integrar un desarrollo tecnolégico de degradacion de COV's
en la region bajio denominados biofiltros.

METODOS Y MATERIALES

Obtencion de cepas microbianas. Las cepas microbianas se aislaron de muestras de suelos, el muestreo se
realizd al azar, tomandose las muestras a una profundidad de 20 cm, de acuerdo a la norma NOM-021-
RECNAT-2000 de SEMARNAT. Se tomaron muestras de suelo de tres zonas del TNM-Instituto Tecnologico
Nacional de México — Instituto Tecnologico de Celaya Guanajuato., y muestras de suelo en tres zonas agricolas
del poblado de Acolman en el Estado de México. Las muestras fueron llevadas al laboratorio para ser procesadas



y acondicionadas para obtener los consorcios microbianos. El consorcio 1 (CIR) se obtuvo de las primeras
muestras, el consorcio 2 (CIIR) se obtuvo de las muestras de suelo agricola y el consorcio 3 (CIIIR) se elabord
con la mezcla de los dos consorcios anteriores. Adaptacién de cepas microbianas. Se realizaron una serie de
pre-incubaciones aerobias de las muestras de suelo, utilizando frascos de vidrio de un litro, en primera instancia
con thinner en una concentracion del 2% v/v por espacio de 6 a 8 meses (Hernandez-Vega P., 2012), se continuo
el proceso de adaptacion utilizando una mezcla de tolueno, etilbenceno y xilenos a una concentracion del 2%
v/v, posteriormente con una mezcla BTEX al 2% v/v y finalmente se disminuy9 la concentracion de la solucion
BTEX al 1% v/v. De las muestras de suelo se tomaron 10 g, colocandose nuevamente en frascos de vidrio de
un litro, en donde se les ajusto la humedad al 60%, se saturo la atmdsfera con BTEX por espacio de 1 mes,
posteriormente se hicieron sub-muestreos los cuales se mantuvieron bajo condiciones antes mencionadas.
Preparacion de los consorcios. Este proceso se realizd mediante la técnica de centrifugacion fraccionada
extrayendo las células de las muestras de suelo saturado con soluciéon BTEX. De las células obtenidas se
elaboraron los consorcios, los cuales se mantuvieron en sistemas microcosmos con medio mineral (80 mL) y
solucion BTEX a una concentracion del 1% v/v, con un pH de 7.0, a una temperatura de 30°C, realizando
aireaciones semanales para asegurar la no limitacion de oxigeno de manera axénica, con un cambio del medio
mineral cada 2 semanas. El medio mineral se usé como suplemento de minerales en las etapas de adaptacion,
seleccion, preparacion de consorcios y en los ajustes de humedad en los sistemas microcosmos durante las
dinamicas de degradacion de los compuestos BTEX. Aislamiento, mantenimiento y conservacion de las
cepas. De los sistemas microcosmos se tomaron muestras de 1 mL para siembras en cajas Petri con medio agar
infusion de cerebro y corazon (BHI), las cajas Petri se mantuvieron en desecadores con una atmosfera saturada
de BTEX, utilizando un algod6n impregnado de dicha solucion, a temperatura ambiente por un mes, en el cual
se siguid afiadiendo solucion BTEX al algodon bajo condiciones estériles. Posterior al procedimiento antes
mencionado, las cepas con un mayor crecimiento en el medio agar infusioén de cerebro y corazén (BHI), fueron
separadas por técnicas convencionales mediante resiembra continua hasta obtener cultivos axénicos. Las cepas
axénicas se han mantenido realizando resiembras en medio agar infusion de cerebro y corazon (BHI), y agar
Nutritivo. Las cajas Petri se colocaron bajo refrigeracion y se han realizado resiembras cada mes y medio,
también se llevo a cabo la conservacion en sistemas microcosmos con medio mineral (80 mL) adicionado con
solucion BTEX 1% (v/v) y realizandose la crio-conservacion de las cepas en glicerol con solucion BTEX (2
pL), estas muestras se mantienen en refrigeracion a una temperatura de -20°C. Caracterizacion de cepas. En
este procedimiento se observd caracteristicas morfologicas (microscopicas y macroscopicas), utilizando
pruebas bioquimicas de asimilacion de sustratos, asi como pruebas con medios selectivos y diferenciales (TSI,
MacConkey, SIM, EMB) y la técnica de tinciéon de Gram (Bedolla R. H.I., 2015). Para las pruebas enzimaticas-
bioquimicas se utilizé un kit denominado APIZYM® la cual contempla un test de actividad de 19 enzimas
relacionadas con diferentes metabolismos de diferentes sustratos organicos e inorganicos. Las determinaciones
de las 19 enzimas destacan la familia de las fosfatasas, esterasas, amino peptidasas, proteasas y glicosil
hidrolasas. Para su medicion por el kit APYZIM® se realizé mediante la obtencion de un extracto enzimatico
con la metodologia de Boluda et al. (2014) y por el proveedor bioMérieux. Para la lectura de los valores
obtenidos fue mediante la carta de colores establecida por el proveedor bioMérieux.

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologia colonial. Se reactivaron las cepas axénicas de los diferentes consorcios mediante una serie de
resiembras con estria cruzada en medio solido, agar nutritivo (AN) a temperatura ambiente o a 37 °C por espacio
de 24, 48 y 72 horas. Se realiz6 una reactivacion previa a la caracterizacion morfoldgica a nivel macroscépico,
ya que algunas de las cepas se habian contaminado de sus cultivos originales. Para la verificaciéon de su
condicidn axénica se tomaron muestras en fresco-hiimedo de cada cultivo y se observd en un microscopio optico
marca LEYCA en los campos de luz visible 40X y 100X su pureza o condicion axénica. De los cultivos axénicos
comprobados por microscopia Optica se observaron las caracteristicas morfoldgicas o coloniales que a
continuacion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas Morfologicas de las cepas en estudio.

Cepas-Nombre ID Forma Elevacion Margen Color
CIR-C2 circular convexa entero Crema
CIIR-C1 circular convexa Entero Crema
CIIR-C2 irregular plana entero Amarilla
CIIR-C3 puntiforme convexa entero Crema
CIIR-C4 circular elevada entero Crema

CIIR-C5CH irregular convexa entero Amarilla
CIIR-C5M irregular Plana entero Crema
CIIR-C5N puntiforme convexa entero Amarilla

Morfologia celular. Del paso anterior se verificaron los cultivos en miedo solido su morfologia celular en un
microscopio 6ptico marca LEYCA en los campos de luz visible 40X y 100X su pureza o condicion axénica,
asi. Se tom6 de 200 a 250 microlitros de solucion salina al 0.85% p/p estéril, para realizar la suspension celular
en himedo o fresco. Se toma una asada de cada cultivo axénico de cada uno de los consorcios microbianos en
estudio y se realizo la suspension en portaobjetos de vidrio estériles. Las suspensiones, asi como las asadas se
realizaron en condiciones estériles en una campana de siembra de flujo laminar. También se verifico su tincion
de Gram mediante un kit marca HyCel siguiendo las instrucciones del proveedor. Ver Tabla 2.

Tabla 2. Morfologia celular y Tincion de Gram.

Cepas-Nombre ID GRAM Morfologia celular
CIR-C2 + Bacilos
CIIR-C1 + Bacilos
CIIR-C2 + Bacilos
CIIR-C3 - Cocos
CIIR-C4 + Bacilos




CIIR-C5CH - Cocos
CIIR-C5M + Bacilos
CIIR-C5N - Cocos

Crecimiento en medios selectivos y diferenciales (pruebas bioquimicas): TSI (triple hierro azicar). Medio
universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de glucosa,
lactosa, sacarosa y a la produccién de acido sulthidrico. Ver Tabla 3.

Tabla 3. Prueba de TSI
Cepas-Nombre ID * Produccion de Gas Produccion de acido
PICO/FONDO Sulfhidrico
CIR-C2 A/A - -
CIIR-C1 KIK -
CIIR-C3 A/A - +
ClIR-C4 K/A - -
CIIR-C5 CH A/A - -
CIIR-C5 M A/A - -
CIIR.C5N KIK - -

E3

Nota: 1-Pico alcalino/fondo dcido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente fermenta la glucosa. 2-Pico acido/fondo dcido (pico
amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa. 3-Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo
es no fermentador de aziicares. 4-La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el microorganismo produce gas. 5-El ennegrecimiento
del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.

Medio SIM. Es un medio semisélido destinado a verificar la movilidad, produccion de indol y de sulfuro de

hidrégeno en un mismo tubo. Es util para diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae. Ver Tabla

4.

Tabla 4. SIM
Movilidad

Produccién de acido
Sulfhidrico

Cepas-Nombre ID

CIR-C2
CIIR-C1
CIlIR-C3
CIIR-C4
ClIR-C5 CH
ClIIR-C5 M
CIIR-C5N

Nota: Cepas moviles: producen turbidez del medio, que se extiende mas all de la linea de siembra. Cepas inméviles: el crecimiento se observa solamente
en la linea de siembra. Cepas SH, positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo el medio.
Cepas SH, negativas: el medio permanece sin cambio de color. Cepas indol positivas: desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de Kovac's o de
Erlich. Cepas indol negativas: sin cambio de color.
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Medio EMB. Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos
Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las
especies de la familia Enterobacteriaceae. Ver Tabla 5.

Tabla 5. Medio EMB

Cepas-Nombre ID
CIR-C2 -
ClIR-C1 -
CIIR-C3 -
ClIR-C4 -

CIIR-C5 CH -
ClIIR-C5 M -
CIIR-C5 N -

Medio MaC Conkey.

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo, acrobios y anaerobios
facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos.
Todas las especies de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo. Ver Tabla 6.

Tabla 6. Medio MaC Conkey

Cepas-Nombre ID MAC CONKEY
CIR-C2 Blancusca y rosada
CIIR-C1 -

CIIR-C3 -
ClIR-C4 -
CIIR-C5 CH -
CIIR-C5 M -
CIIR-C5 N -

Pruebas Enzimaticas APIZYM.
Finalmente, la tabla 7. se muestran los resultados del APIZYM de cada una de las cepas axénicas aisladas de
los consorcios microbianos con capacidad de degradar BTEX. Ver Tabla 7.



Tabla 7. APIZYM Test.

Enzimas MICROORGANISMOS
CLAVE CIR-C1 CIR-C2 CIIR-C1 CIIR-C2 | CIR-C3 | CIIR-C4 CIIR- CIIR- ClIR-
C5CH c5M C5N

Control - - - - - - - - -
FAL
EST

EST-LIP
LIP

LEU-AA
VAL-AA

CIS-AA - - - - - - - - -

TRIP - - - - - - - - -
a-QUI - - - - - - - - -
FAC - + - - - B B +
n-AS-Bl-p - - - - - - - -
a-GAL - - - - - - - - -

B-GAL - - - - - - - - -

B-GRD - - - - - - - -

a-GSD - - + - + _ + _ +

B-GSD - - - - - - - - -

N-a-B- - - - - - - - - -

GSMD

a-MAN - - - - - - - - -

a-FUC - - - - - - - - -

+

+ |+
+ |+
+ |
+ |+
+ |+
'

+ |+
+
+ |+
+
+ |+
+
+ |+
+ |+

Nota: Actividad enzimdtica determinada mediante kit APIZYM. FAL: Fosfatasa alcalina; FAC: Fosfatasa dacida; n-AS-Bl-p: naphtol-AS-Bl-
phosphohydrolasa; FHD: Fosfohidrolasa; EST: Esterasa; EST-LIP: Esterasa-lipasa; LIP: Lipasa; LEU-AA; Leucina arilamidasa; VAL-AA: Valina
arilamidasa; CIS-AA: Cisteina arilamidasa; TRIP: Tripsina;, a-QUI: a-Quimiotripsina; a-GAL: a-Galactosa; 8-GAL: 8-Galactosidasa; 8-GRD: 8-
Glucoronidasa; a-GSD: a-Glucosidasa; 8-GSD: 8-Glucosidasa; N-a-8-GSMD: N-Acetil-f3-D-Glucosaminidasa, a-MAN: a-Manosa, a-FUC: a-Fucosidasa).

CONCLUSIONES

Las cepas obtenidas son diferentes en base a sus caracteristicas morfologicas coloniales, pero con una similitud
en su morfologia celular. Las cepas CIIR-C3. CIIR-C5CH y CIIR-C5N se identificaron como cocos gram
negativos y CIR-C2, CIIR-C1, CIIR-C2, CIIR-C4 y CIIR-C5M como bacilos gram positivos. Para la
identificacion de enterobacterias nos enfocamos en la fermentacion de lactosa, glucosa, sacarosa y la produccion
de 4cido sulfhidrico, por lo que estas dieron positivo. Para la identificacion de Enterobacteriaceae se utiliz6 el
medio SIM para encontrar movilidad por lo cual dio positivo en cada una. Para un aislamiento selectivo se
utilizd el medio EMB se observd que todas las cepas dieron negativo. En el medio Mac Conkey solo se
obtuvieron resultados en la cepa del consorcio 1 (CIR). En todas las cepas se observo actividad de la enzima
Leucina arilamidasa. Las cepas de los consorcios en donde no se observo crecimiento se pasaran a cultivar en
otros medios para su crecimiento.
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LA ATMOSFERA DE JUPITER

J. A. Carreiio' y M. A. Trinidad®

RESUMEN

En el documento presente se muestran algunos datos sobre la atmdsfera de Jupiter, después de haber revisado
algunos aspectos de las atmoésferas de los planetas que conforman el sistema solar (exceptuando a la Tierra,
debido a que el conocimiento de esta esta ampliamente extendido y no sera parte de este trabajo). Se toma como
punto central de trabajo la atmdsfera del planeta Jupiter a razon de ser el mas estudiado, después de nuestro
vecino marciano. El propdsito principal de este estudio es reunir informacion sobre las moléculas presentes en
las distintas capas atmosféricas de dicho cuerpo celeste, asi como otras propiedades como la temperatura,
presion, rotacion, traslacion, entre otras. Es importante sefialar que el alcance de esta investigacion no
comprende a detalle todas esas propiedades mencionadas sino mas bien el inicio para la creacién de una base
de datos.

ABSTRACT

In the present document some information about the atmosphere of Jupiter is shown, after having reviewed
some aspects of the atmospheres of the planets that make up the Solar System (excepting to the Earth, since the
knowledge of this one is widely extended and will not be part of this paper). The atmosphere of the planet
Jupiter is taken as the central point of work because it is the most studied, after our neighbor, Mars. The main
purpose of this study is to gather information about the molecules present in the different atmospheric layers of
this celestial body, as well as other properties such as temperature, pressure, rotation, translation, and others. It
is important to note that the scope of this research does not comprehend in detail all these properties mentioned
but rather the beginning for the creation of a future database.

Palabras Clave: sistema solar, planetas, Jupiter, atmosfera, moléculas

INTRODUCCION

El Sistema Solar es uno de los muchos sistemas planetarios que existe en el universo, donde se encuentra la
Tierra y otros siete planetas que orbitan alrededor de la estrella conocida como el Sol, siendo este el unico del
sistema que emite luz propia proveniente la combustion de reacciones de fusion de H y He que son particulas
que componen al astro. De manera analoga, en la superficie y atmosfera de los planetas que conforman el
Sistema Solar, asi como otros sistemas probablemente, se llevan a cabo distintas interacciones entre particulas
dependiendo de las caracteristicas dadas por la distancia a que se encuentran del Sol.

La cantidad de informacion que posee un planeta sobre sus componentes atmosféricos varia de ser detallada a
no ser concluyente (Berg 1984); esto se debe al interés que el ser humano ha tenido en tal o cual cuerpo celeste
dependiendo de la utilidad que se le vea para el desarrollo cientifico y tecnoldgico, como el contenido de agua,
oxigeno u otra molécula valiosa p.e., y es por eso que conocer las particulas componentes de otros planetas
cercanos tiene gran impacto e importancia.

En este caso, los planetas menos detallados en informacién de sus moléculas atmosféricas son Mercurio (Rasool
and McGovern 1966), y Venus (Moroz 1981; Moses et al. 2000 y Kim et al. 2006), por ser muy calientes, y
Saturno (Sada et al. 2005), Urano (Marley y McKay 1999), y Neptuno (Marten et al. 1993), por ser muy lejanos
(aunque se han enviado suficientes sondas recientemente para conocer un poco mas de estos planetas gigantes).
Los estudios mas detallados hasta la fecha corresponden a nuestros vecinos mas cercanos: Marte, y Jupiter y a
sus atmoésferas de CO, e H,, respectivamente.

Cabe resaltar que, con excepcion de Marte (Moroz 1976; Wanke 1991; Jakosky et al. 2015 y 2017; Read y
Mullholand 2015), el conocimiento de las moléculas presentes en las atmésferas de los planetas que conforman
el Sistema Solar es relativamente pobre. El presente trabajo se centra en la revision de distintas fuentes
bibliografias para recopilacion de datos de algunas moléculas encontradas en la atmosfera de Jupiter, las cuales
proporcionan informacion sobre dicho planeta.

METODOS Y MATERIALES

La estrategia de estudio llevada a cabo en la estancia de verano fue la revision bibliografica de articulos que
hablan de algunas de las moléculas que han sido encontradas, a través de los afios, en distintas zonas y a diversas
condiciones en las atmosferas de los planetas que pertenecen a nuestro sistema solar; su concentracion en
relacion al componente mas abundante; aquellos que hablan sobre planes a futuro de diversos estudios y los
métodos que planean emplear para encontrar particulas asi como los métodos que se emplearon en el pasado y
los que se emplean contemporaneamente; o los que hablan de como algunas moléculas se originaron en el
planeta o migraron hacia él y las razones que explican esto; entre otros temas relacionados. Dicha busqueda se
llevo a cabo usando la base de datos mas importante de articulos astronomicos, ADS (Astrophysics Data
System: http://adsabs.harvard.edu/abstract service.html).




RESULTADOS

Durante la revision bibliografica se tuvo el inconveniente de tiempo insuficiente para la revision a fondo de las
moléculas encontradas en el sistema solar, atin para un s6lo planeta es un proyecto bastante ambicioso. Es esta
la razon por la que se eligio a Jupiter como cuerpo de estudio, ya que este planeta es unoo de los que se tiene
un conocimiento mas amplio y, por tanto, informaciéon mas abundante.

Jupiter es el quinto planeta del Sistema Solar y es el mas masivo. Ademas es gaseoso con un diametro ecuatorial
mas de diez veces el tamafio de la Tierra, formado principalmente por hidrégeno y helio. Su atmoésfera esta
permanentemente cubierta de nubes que permiten trazar la dindmica atmosférica y muestran un alto grado de
turbulencia, sobre todo en la mancha roja (hotspot).

En la Tabla 1 se presentan algunos de los resultados principales de la abundancia molecular de Jupiter. En dicha
tabla se muestran algunas propiedades astronémicas de interés del planeta reportadas por Marten et al. (1993).
Por su parte, la Tabla 2 muestra la proporcion de mezcla (del inglés mixing ratio) de algunas moléculas
encontradas a través de los afios en la atmosfera de Jupiter por Encrenaz (1999), Lellouch et al. (2006), Carrier
et al. (2007), y Nixon et al. (2007). Esta proporcion se calcula usando la relacion (1).

Molécula de interés

Proporcion de mezcla = — - (€Y

Molécula mas abundante en el planeta
La atmosfera de Jupiter es bastante rica en atomos de H y He, asi como hidrocarburos derivados, agua,
amoniaco, 4acido sulfirico, mondxido y diéxido de carbono, entre otras; y comparte algunas caracteristicas con
la atmosfera de la Tierra. Para estudiar los parametros fisicos de las diferentes capas de la atmosfera de Jupiter
es importante conocer las presiones y temperaturas en diferentes zonas para asi entender las dinamicas
moleculares y atdmicas que se llevan a cabo. En la tropdsfera baja, segin Encrenaz (1999), el calor se transfiere
por conveccion y la temperatura decrece conforme aumenta la altitud siguiendo un gradiente adiabatico,
mientras que en la tropopausa, la temperatura alcanza un minimo de 110 K, donde la presion es de 100 mbar;
en cambio, en la troposfera superior y en la estratdsfera, donde la temperatura incrementa con la altura, la
energia se transfiere por radiacion.

La primera clase de constituyentes en la tropdsfera son H,, He, los gases nobles, CHs, NH;, PH;, CO, GeHy,
AsH;, H,O y, en pequeiias cantidades, H,S. En esta region, algunas especies condensan a condiciones esperadas,
por ejemplo, el amoniaco a 0.5 bar, el NH,SH a 1.5-2 bares y el agua a unos pocos bares como menciona
Encrenaz (1999); esta es la razon de encontrar pequefias cantidades o de no encontrarlas donde se espera.

La segunda clase contiene especies estratosféricas, incluyendo hidrocarburos provenientes de la foto-
disociacion del metano por los rayos ultravioleta. El satélite ISO (Infrared Space Observatory) descubrié dos
nuevos elementos: H;O y CO,, como menciona Encrenaz et al. (1999). No se espera encontrar PHj a estas
alturas ya que tiende a condensar como el NH; y no se detecta en Jupiter entre 300 y 800 K y debe ser oxidada
por HO a P4Og a 10, 5 y 3 m para que fuera plausible encontrarla, segin se cree. Por lo anterior, se espera que
la velocidad de transporte vertical del PH; sea mayor a la oxidacién (con explicaciones similares para otras
especies fuera de equilibrio encontradas en la tropdsfera, como son GeHy, AsH; y CO) y que sea este el motivo
por el que no se observa.

Tabla. 1. Parametros principales de Jupiter

Periodo sideral 11 afios 314.84 dias
Velocidad orbital 13.06 km/s
Diametro ecuatorial 142796 km
Diametro ecuatorial relativo a la Tierra 11.19
Masa relativa a la Tierra 317.9
Densidad promedio 1.31 g/cm’
Gravedad superficial 24.8 m/s”
Gravedad relativa a la Tierra 2.64
Velocidad de escape 59.64 km/s
Rotacion sideral 9 horas 50-56 minutos
Albedo 0.34
H, (88.8%)
Principales componentes atmosféricos He (11%)
CH,4 (0.2%)

De 1995 a 1998, mediante el satélite ISO, se recabaron espectros de Jupiter y Saturno (Encrenaz et al. 1999),
en donde se detectd vapor de agua en la troposfera profunda de Saturno, nuevos hidrocarburos (CH;C,H, C4H,,
CsHg, C3H) en la estratosfera de Saturno y, vapor de agua y CO; en las estratosferas de Jupiter y Saturno. Por
otro lado, las observaciones de CASINI/CIR en el 2000 encontraron una distribucion de HCN y CO; en la
estratosfera de Jupiter con una resolucion y cobertura nunca antes vista. Ademas, se encontrd un area donde el
HCN aumenta, posiblemente por la fotélisis de NH3, debido al impacto del Shoemaker-Levy 9, segin Lellouch
et al., (2006). Jupiter tiene un mezclado de particulas vertical muy lento en su atmoésfera, asi que se favorece
mas el mezclado horizontal y esto es conveniente para las presentes observaciones porque las especies
quimicamente estables residen en los niveles estratosféricos mas altos (0.1-0.5 mbar). Esto quiere decir que las
observaciones no son afectadas tan violentamente como en la situacion que la dindmica vertical hiciera un poco
mas complicadas y turbulentas las observaciones y en cambio se tiene un entorno mas o menos estable en cuanto



al mezclado de las especies. Para el seguimiento del impacto del Shoemaker-Levy 9, se utiliz6 como particula
de seguimiento el HCL, debido a que su distribucion historica se da horizontalmente desde su deposicion y es
una molécula estable, ademas de que cualquier descomposicion seria rapidamente regenerada. La observacion
de la concentracion de dicha molécula después del impacto que el planeta sufrid, se lleva a cabo a través de los
afios y por encima de 25 mbar, presion que se cree idonea. También se ha llevado un seguimiento de la fotdlisis
del NH;y del CO,, que aunque no tienen un origen directo del impacto, se cree brindan informacion sobre la
descomposicion del agua a diferentes latitudes de la atmdsfera; y por lo anterior, las dos moléculas anteriores,
son trazas dindmicas.

También se han detectado otras moléculas en menores cantidades y ain bajo estudio, como menciona Atreya
et al. (2003), donde se comenta se ha encontrado H,O con una proporciéon de mezclado de (6.0133x107%)a 19
bar en la mancha caliente y tiende a incrementar con la profundidad. Ademas se ha sugerido el descubrimiento
de sodio y también en la estratosfera de Jupiter se ha encontrado benceno “globalmente”. El radical CHjs,
precursor de grandes moléculas, ha sido detectado ampliamente, asi como hidrocarburos como el acetileno
C,H,, el etano C,Hg, los cuales son trazas importantes en la atmosfera de Jupiter, como menciona Nixon et al.
(2007). Como el metano es la principal especie encontrada en la atmdsfera reducida de Jupiter, en la estratosfera,
la produccion de acetileno y etano se inicia por la fotélisis del metano a longitudes de onda < 160 nm y la
fotolisis de acetileno produce otras moléculas debajo de la homopausa a 170-200 nm. La informacion anterior,
se obtuvo de observaciones del Voyaguer 1 y 2 en 1979 y en 2000, mediante el Cassini Millennium Flyby of
Jupiter usando el instrumento Composite Infrared Spectrometer (CIRS).

Interesantes fendmenos de migracion se muestran en las moléculas enlazadas al germano, como muestra Carrier
et al. (2007), con la forma GeHy (x=2-6) y son candidatos plausibles para moléculas organometalicas presentes
en las atmoésferas de Jupiter y Saturno. Usando espectroscopia de temperatura baja con espectros vibracionales
se han observado siete de las moléculas de germano, detectados: GeHj (radical germil), Ge,Hg (digermano),
Ge,Hs (radical digermil), H,GeGeH, (digermeno), HGeGeH; (digermanolideno), HGeGeH, (radical
digermanil) y GeH2Ge (di-p-hidrogermanio).

Tabla. 2. Distintas propiedades termodinamicas, de posicion y proporciones de mezclado de algunas
moléculas encontradas en Jupiter

Molécula Prog:)erzcclf)an de Presion Temperatura (K) Altura (km) | Ubicacion
Especies mayoritarias
0, 1 - - B -
He 0.157+0.0036 - - - -
Especies Principales Menores
clme | - B |
< -6
H:0 s 6;215(;)(10'5 1% e 160 800
139 4 - - Hotspot
(6.0739)x10 19 bar - -
CH,4 (2.120.4)x10” - - R R
5
CoHe (1-5)x10 = - - Estratosfera -
CH (3-10)x10 - -
22 <2.5x10°° 1-10 pbar 200-425 100-320 -
(7+3)x107° - - -
C,Hy 2.5+2x10° ) - - Polo norte
C:Hy Se detecto en el ) ) ) Polo norte
polo norte
Deteccion en el
C4H, polo norte. - - - Polo norte
CeHg 2.OﬁxlO'9 - - Estratosfera | Polo norte
(0.2-1)x10° 0.5-2 bar ~1450 ~1500-2000
(3.3£1.5)x10™ 4 bar 160 800 Hotspot
NH; (8.1+1.16)x10™ 8 bar 160 800
(7.1£3.2)x10™ 9-12 bar 160 800 Hotspot
<2.0x10* <0.7 bar ~200-425 ~100-320
1x107 <4 bar 160 800
HzS 710° | 87bar 160 800 Hotspot
(7.7 -0.5)x10 8.7 bar 160 800
Especies que no se encuentran en equilibrio
PH (1-2)x10° 0.2-0.6 bar 900+40 100-300 -
3 6x107 >1bar 1450 1500-2000 -
CcO 1.6x10” - - - -
-10
co, 2100 | o mbr 2000 25 :
GeHy (7x2)x10™" - - - -
AsH; (2.2+1.1)x10™" - - - -
CONCLUSIONES

Aunque Jupiter se ha explorado ampliamente, ain falta mucho camino por recorrer; asi como para esta
recopilacion de datos sobre las caracteristicas quimicas y termodinamicas y, mas lejos, de todos los planetas
del sistema solar. 37



Atomos y moléculas presentes en la atmosfera de un planeta pueden contar la historia de este, pasada y presente
en tiempo real; asi como la posibilidad de conjeturar sobre su futuro. El conocimiento de las dindmicas de
particulas en un planeta tiene un gran impacto en el comportamiento climatico del mismo, es un sistema
termodinamico complejo que permite (o evita) ciertas reacciones de las moléculas provenientes del mismo o
que han “llegado del espacio exterior” y que componen la atmosfera de un planeta y brindan sus caracteristicas
individuales y representativas.
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE UN CONCETRADO DE PROTEINAS DE
SUERO DE LECHE Y EVALUACION DE SUS PROPIEDADES
TENSOACTIVAS.

Martha Ivonne Mufioz Martinez' y Mario Avila Rodriguez2
RESUMEN

En el presente trabajo se propuso una metodologia para la determinacién de parametros fissicoquimicos que
permitan caracterizar las propiedades superficiales de las proteinas antes y después del proceso de hidrolisis
enzimatica a la que se ven sometidas las muestras. Los parametros evaluados fueron la tension interfacial, la
tension interfacial dinamica, la concentracion, la hidrofobicidad superficial y el punto isoeléctrico medido
indirectamente a partir del potencial Zeta.

ABSTRACT

In the present work a methodology is proposed for the determination of physicochemical parameters that will
allow te-the characterization of the surface properties of the proteins before and after the process of enzymatic
hydrolysis to which the samples are submitted. The evaluated parameters were the interfacial tension, dynamic
interfacial tension, concentration, surface hydrophobicity and isoelectric point measured indirectly from the
Zeta potential.

Palabras clave
Lactosuero, tensoactivos, tension interfacial, hidrofobicidad.

INTRODUCCION

La industria lactea es una de las més grandes debido a la importancia en la alimentacion humana; es por ello
que al tener un subproducto que en muchos casos se considera desecho como es el concentrado de suero de
leche, se han buscado aplicaciones y usos para sacar provecho con tendencias alimenticias'.

Las proteinas cuentan con propiedades llamadas tensoactivas, es decir, presentan actividad en las superficies
reduciendo la superficie del liquido en el que esta disuelto o bien la tension superficial de la intercara si es que
hubiera otra fase presente. Para que una sustancia sea tensoactivo se requiere que tenga dos grupos: uno polar
(hidroéfilo) y otro no polar (Hidrofobo). Las propiedades tensoactivas de las proteinas se fundamentan en el
poder de disociacion del tensoactivo en presencia de un electrolito y de sus propiedades fisicoquimicas.

En esta seccion del proyecto se busca establecer una metodologia para la determinacion de parametros
fisicoquimicos que permitan caracterizar las propiedades superficiales de las proteinas antes y después del
proceso de hidrolisis enzimatica a las que se ven sometida las muestras como parte de la busqueda de derivados
con propiedades tensoactivas mejoradas.

METODOLOGIA

1. Materia prima
WPC hidrolizado y purificado al 3 %. (WPC-HP)
WPC microfiltrado al 3% (WPC-P)
WPC-F, WPC filtrado al 3%
WPC-D, WPC desnaturalizado al 3%
B- lactoglobulina hidrolizada y purificada al 3% (B-LG-HyP)
B- lactoglobulina nativa y desnaturalizada al 3% (B-LG-Nat.) y (B-LG-Des)

2. Tension interfacial instantanea.

La tension interfacial se midi6 en un sistema Optico de medida de angulo de contacto (OCA, Dataphysics) se
trabajo a 27°C y una humedad de 15%. Se realiz6 por triplicado cada experimento para ambas muestras. Se
realizé una serie de disoluciones de cada muestra con diferentes concentraciones ascendiendo de 0.005% hasta
3%. Se utilizo la técnica de gota colgante’, con un volumen de gota de 8.5UL y se tomaba lectura
inmediatamente después de formarse la gota.

3. Tension interfacial dindmica.
Para realizar las mediciones se usé el equipo de angulo de contacto a 27°C y una humedad de 15%. Cada
medicion se realizé a la misma gota cada minuto a lo largo de 10 min con la técnica de gota colgante® a las

concentraciones para cada muestra 0.005%, 0.1%, 1%

4. Hidrofobicidad.




Para realizar las mediciones se uso el equipo de angulo de contacto, se trabajo a 27°C y una humedad de 15%.
Para este parametro se utilizo la técnica de medicion de angulo de contacto, con liquidos de diferente polaridad
en este caso Agua desionizada, Diyodometano y formamida. Se depositaron las proteinas en membranas de
10KDa por ultrafiltracion a 30 psi sin agitacion durante 2 horas con celdas Amicon y se secaron.
5. Potencial Z

Las mediciones se realizaron a 25°C, por triplicado para ambas muestras con una concentracion de 100 UL en
1 mL de agua desionizada, en un equipo Zetasizer (Malvern Instruments). Se buscé obtener una buena lectura
de potencial Zeta y asi poder describir el comportamiento de cargas de la mezcla de péptidos a diferente pH
para poder relacionar el potencial zeta con el pH y conocer el punto isoeléctrico. Se utilizo 1mL de muestra
para la medicion se utilizé una celda de inmersion.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Tension interfacial instantanea.
En la tabla 1 se muestran los resultados de tension interfacial instantanea de ambas muestras de WPC. El valor
de tension que se presenta es el promedio del triplicado de cada muestra.

Tabla 1. Valores de tension interfacial instantdanea para las muestras de WPC-P y WPC-HP

., Tension interfacial . Tension interfacial
Muestra Concentracion Desv Muestra Concentracion
(%) (mN) (%) (mN) Desv Estand
Estand

0 71.7766 0.4196 0 71.7766 0.4119

0.005 71.6333 0.2020 0.005 69.9431 0.3219

0.01 70.9700 0.1212 0.01 68.1166 0.1823

0.05 67.9600 1.001 0.05 58.2700 0.3726

WPC-P 0.1 63.1100 0.5548 WPC HP 0.1 55.6700 0.3051

0.5 57.8366 0.1792 0.5 54.2766 0.3523

1 55.4700 0.1282 1 52.6233 0.0680

3 52.2766 0.3100 3 46.4466 0.1266

Se pudo observar que la tension disminuye a medida que aumenta la concentracion de la muestra, alcanzando
sus valores mas bajos a una concentracion de 3%. Ademas, se observo que, al comparar los valores de tensién
entre las muestras filtrada e hidrolizada se nota una disminucion considerable en la tension para las muestras
hidrolizadas.

2. Tension interfacial dinamica.
En las Figuras 1 y 2 se muestran la relacion que existe entre la tension interfacial con respecto al tiempo y como
se mejora esta caracteristica a medida que se aumenta la concentracion. La tension interfacial disminuye
considerablemente en la muestra de WPC hidrolizado y purificado. También se comprobd que a medida que
aumenta la concentracion disminuye la tension.
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Figura 1. Grafica del comportamiento de la tension superficial del WPC-P a través del tiempo.
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Figura 2. Grafica del comportamiento de la tension superficial del WPC-PH a través del tiempo.

3. Hidrofobicidad.

Se realizaron deposiciones de diferentes muestras y concentraciones en el mismo tipo de membrana (10 KDa
de celulosa regenerada), de acuerdo con el método propuesto en el protocolo para medicion de hidrofobicidad
de proteinas3. El objetivo fue ver si mediante esta técnica es posible observar el cambio en hidrofobicidad de
las proteinas debido al proceso de desnaturalizacion térmica.

Para realizar la prueba de hidrofobicidad por la técnica deseada es necesario tener una superficie lo mas lisa y
plana posible, pero al hacer deposiciones por filtracion en algunos casos se observo que no se obtuvo la
superficie ideal para las mediciones ya que no se observd gran variacion en los angulos de contacto. Los
resultados se muestran en la Tabla 2, donde se observa que para las muestras de WPC-D y WPC-F se obtiene
un aumento en el angulo de contacto con agua en WPC-D, lo que significa que se trata de una superficie mas
hidrofobica. En cuanto a la formamida se tiene una disminucion de angulo con respecto a WPC-D, lo que indica
una afinidad hacia esta sustancia. El Diyodomenta al ser no polar, presentd un menor angulo de contacto con la
muestra WPC-D. La B-LG-Nat presenté un menor angulo de contacto con el agua, lo que indica su mayor
hidrofilicalidad respecto a la B-LG-Des, lo que coincide con los angulos observados para el diyodometano,
donde se observo que la f-LG-Nat muestra una menor afinidad en comparacion con la B-LG-Des.

Tabla 2. Valores promedio de hidrofobicidad WPC-F Y WPC-D, B-LG-Des, B-LG-Nat.

Hidrofobicidad.

Muestra Agua Formamida Diyodometano
Membrana sin | 70.15 75.05 41.18
proteina.

WPC-F 61.77 69.19 47.69

WPC-D 64.72 37.20 37.68
B-LG-Des 61.43 68.23 40.34
B-LG-Nat. 48.22 67.45 42.66

4. Potencial Zeta.

Se midi6 el potencial zeta en una escala amplia pero con aumentos pequefios entre cada punto de pH en busca
de tener un mayor control y acercamiento al punto de carga cero o punto isoeléctrico. Aunque no se obtuvo
experimentalmente el punto isoeléctrico de la f-LG-HyP y WPC-HyP si se obtuvo el rango en el que existe
dicho punto, que es entre 4.1 y 5.2, como se observa en las Figuras 5 y 6 respectivamente.
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Figura 5. Potencial zeta (mV) de la B-LG-HyP en relacion al pH.
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Figura 6. Potencial zeta (mV) de WPC-HP en relacién al pH.

CONCLUSIONES

Se cumpli6é con los objetivos relacionados con la tension interfacial pues se demostrd que las propiedades
tensoactivas de una proteina o concentrado aumentan al sufrir alglin tipo de proceso, en este caso, hidrolisis.
Mientras mayor sea la concentracion de proteinas hidrolizadas se tendra una mayor estabilidad en cuanto al
tiempo y los cambios de tension que sufran dichas muestras.

En la técnica aplicada para medir la hidrofobicidad, es necesario mejorar el procedimiento de secado de
membrana para lograr la superficie completamente plana en donde se pueda determinar la el &ngulo de contacto
utilizando algin equipo Optico. En cuanto a hidrofobicidad se obtuvo que las proteinas desnaturalizadas tienen
una afinidad mayor hacia las sustancias no polares, es decir, son mas hidrofobicas; caso contrario de las nativas
pues estas eran mas afines a las polares.

Respecto al potencial Zeta se observd que es sencillo conocer el punto isoeléctrico con el equipo Zeta Sizer si
se hace una relacion entre el potencial y el pH. Aunque solo se obtuvo un intervalo donde se tiene la seguridad
que existe dicho punto ahora se pueden buscar variaciones aun mas controladas de pH para dar con el punto
isoeléctrico.
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RESUMEN

En los tltimos 20 afios, se ha registrado un declive a nivel mundial sobre distintas especies de anfibios, lo cual pone
en riesgo a sus poblaciones y permanencia en los ecosistemas en los que se encuentran. El declive de anfibios, se ha
documentado en ambientes tanto templados como tropicales del mundo. Siendo una de los principales cusas de una
baja en las poblaciones y extincién el cambio climético. Este tiene efectos en los patrones de precipitacién y
temperatura, y los cuales tienen efectos nocivos en aspectos relacionados a la ecologia y biologia de los anfibios, como
es el caso de los anuros (ranas y sapos), asi como en la aparicion, propagacion y permanencia de agentes patogenos
microbianos como son bacterias, hongos y virus Para determinar la presencia de los patogenos en el estado de
Guanajuato, se ha realizado un primer estudio en el Area Natural Protegida (ANP) Las Musas, donde durante los meses
de septiembre a enero se han recolectado muestras de un total de 70 individuos, pertenecientes a las especies de Hyla
arenicolor (24.28%), Lithobates neovolcanicus (35.7%), Incilus occidentalis (7.14%), Hyla eximia (28.57%),
y Anaxyrus compactilis (4.31%). Del total de los 70 individuos mas del 50% han presentado sintomas de algtin tipo de
enfermedad y donde se han recolectado 4 individuos muertos que representan el 5.7% del total, los cuales han sido
llevados al laboratorio para continuar con los estudios microbioldgicos correspondientes. Las enfermedades registradas
han afectado principalmente a la especie Lithobates neovolcanicus y en menor medida a la especie Anaxyrus
compactilis.

ABSTRACT

In the last 20 years, there has been a worldwide decline in different species of amphibians, which puts their populations
at risk and their permanence in the ecosystems in which they are found. The decline of amphibians has been
documented in both temperate and tropical environments of the world. Being one of the main causes of a decline in
populations and extinction of climate change. This has effects on the precipitation and temperature patterns, which
have harmful effects on aspects related to the ecology and biology of amphibians, such as anurans (frogs and toads),
as well as on the appearance, propagation and Permanence of microbial pathogens such as bacteria, fungi and viruses.
To determine the presence of pathogens in the state of Guanajuato, a first study was carried out in the Natural Protected
Area (ANP) Las Musas, where during the months of September to January samples were collected from a total of 70
individuals, belonging To Hyla arenicolor species (24.28%), Lithobates neovolcanicus (35.7%), Incilus occidentalis
(7.14%), Hyla eximia (28.57%) and Anaxyrus compactilis (4.31%). Of the total of the 70 individuals, more than 50%
have presented symptoms of some type of disease and where 4 dead individuals have been collected, representing
5.7% of the total, which have been taken to the laboratory to continue with the corresponding microbiological studies.
Registered diseases have mainly affected the species Lithobates neovolcanicus and to a lesser extent the species
Anaxyrus compactilis.

Palabras Clave: Anfibios, declive y agentes patogenos.

INTRODUCCION

El ANP “Las Musas” es uno de los mas bellos atractivos turisticos del municipio de Manuel Doblado. Los principales
problemas que se presentan, son el desmonte por el crecimiento de los asentamientos humanos de las comunidades
existentes, debido a la mala planificacion, lo que incrementa el cambio de uso de suelo; la erosion y la contaminacion
del suelo; la tala inmoderada; la caceria ilegal; la presencia de plantas parasitas; la introduccioén de especies no nativas
de flora y de fauna; la contaminacion del agua proveniente de la presa Potrerillos y del rio Colorado, originada por la
ganaderia al ubicarse corrales en las margenes del rio Colorado; el deterioro ambiental y la contaminacion producida
por las actividades recreativas sin regulacion y control, asi como por el vandalismo acaecido sobre la zona mas visitada
del rio cercana a la comunidad de La Torrecilla. (IEE, 2013). En los meses de septiembre a enero se ha observado a
las diferentes especies de anuros que existen en el ANP “Las Musas”, donde estan registradas por el Instituto de
Ecologia del Estado seis especies de anfibios las cuales son: Lithobates neovolcanicus. Hyla eximia, Hyla arenicolor,
Incilus occidentalis, Anaxyrus compactilis y la Rhinella marina. Las cuales se han visto amenazadas en los tltimos
afios por diferentes causas pero principalmente por agentes patdogenos como bacterias, virus y hongos. Guanajuato es
uno de los estados de la Repiiblica Mexicana menos estudiados en cuanto a anfibios y reptiles se refiere. A pesar de
que su sistema de ANP esta distribuido plenamente dentro de la entidad, los esfuerzos de estudios herpetofaunisticos
se han enfocado a una reserva de la biosfera (Sierra Gorda), un parque ecoldgico (lago crater La Joya), un area de
restauracion ecologica (laguna de Yuriria y su zona de influencia) y tres areas de uso sustentable (cerros El Culiacan
y La Gavia, cerro de los Amoles, cerro de Arandas); esto es, solo seis ANP de 22 establecidas, lo que representa
unicamente 27% del total (CONABIO, 2012).

MARCO TEORICO

El término anfibio se deriva de la palabra griega amphibios, que significa “entre, o en dos vidas”. (Leyte-Manrique &
Dominguez-Laso, 2014). También se refiere a los organismos que pasan una parte de su vida en ambientes acuaticos
y otra en terrestres. Los anfibios (Clase Amphibia) son vertebrados que conforman tres grupos muy diferentes uno de
otro: Ranas y sapos (orden Anura) presentan extremidades posteriores alargadas especializadas para saltar, cuerpos
cortos, sin cola, cabeza y ojos grandes; salamandras y tritones (Orden Caudata), tienen cuerpo alargado, con
extremidades anteriores y posteriores pequeias aproximadamente del mismo tamafo y cola larga; cecilias (Orden
Gymnophiona), presentan cuerpo alargado, carecen de extremidades y tienen ojos muy reducidos, por lo que son
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organismos especializados para una vida subterranea En general, son organismos de talla pequefia, y solo algunas
especies de ranas y salamandras alcanzan grandes tamanos (Canseco & Gutiérrez, 2010).

En general, los anfibios requieren de cuerpos de agua para reproducirse. En especial, los anuros que poseen etapas
larvarias estrictamente acuaticas (renacuajos). Estos cuerpos de agua pueden ser permanentes (rios, lagunas, presas,
etc.), asi como temporales (arroyos, charcas); sin embargo, no es raro encontrar renacuajos en charcos temporales.
Algunos anfibios y reptiles toleran las condiciones de areas agricolas o ganaderas, y sus poblaciones se han mantenido
estables a pesar de las alteraciones ambientales o incluso se han incrementado en algunas zonas. Otros anfibios y
reptiles no resisten la transformacion de los ambientes naturales, sobre todo cuando ésta implica la destruccion del
estrato arboreo y la contaminacion de los cuerpos de agua, como sucede frecuentemente. Las poblaciones de estas
especies se encuentran en franca y alarmante disminucion. Entre las especies que requieren de vegetacion relativamente
conservada para subsistir (Navarrete, 2006).

De acuerdo a la NOM-070-SEMARNAT-2010, el estado resguarda 18 especies amenazadas y 30 en proteccion
especial, resultando un total de 47% del total de las especies. Existen seis especies exoticas en la entidad, aparentemente
de reciente introduccion. (Quintero-Diaz et al. 2012) mencionan cinco de ellas y su problematica. Aunado a ello,
recientemente fue reportada la presencia de un ejemplar del sapo gigante Rhinella marina en Sierra Gorda (Campos-
Rodriguez et al., 2009), una de las especies invasivas mas dafiinas que existen, pero no solo en la Sierra Gorda sino
también en el ANP “Las Musas” puesto que también se encuentra dentro de las especies reportadas que habitan ahi.
Las diferentes especies de anuros que existen en el ANP “Las Musas”, que estan registradas por el Instituto de Ecologia
del Estado (IEE) seis especies de anfibios las cuales son: Lithobates neovolcanicus. Hyla eximia, Hyla arenicolor,
Incilus occidentalis, Anaxyrus compactilis y la Rhinella marina (DNR, 2014).

Los anfibios estan sufriendo una declinacion mundial debido a la destruccion del habitat principalmente. Se han
descubierto efectos del cambio climatico global sobre todo en la declinacion de las poblaciones de anfibios, el que ha
influido sobre la dispersion de enfermedades emergentes con resultados catastroficos en las poblaciones naturales (Lips
et al., 2005). Algunas de estas enfermedades que presentan los anfibios son: Trichodiniasis, Enfermedad de la mancha
Blanca, Enfermedad de las ampollas de gas, Indigestion, Enfermedad de la pata y vientre roja, Paralisis, Enfermedad
de la Piel palida y Descomposicion Intestinal.

METODOS Y MATERIALES

Descripcion del sitio de estudio. El 4rea natural protegida “Las Musas”, de competencia estatal y con categoria de Area
de Uso Sustentable, tiene una superficie de 3,174.764 hectareas; se ubica en el municipio de Manuel Doblado y es uno
de los mas bellos atractivos turisticos del municipio por su caracteristica zona arbolada al lado del rio Colorado. La
zona de “Las Musas” se caracteriza por la existencia de un bosque de galeria compuesto principalmente por ahuehuetes
(Taxodium moctezumae) en diferentes etapas de desarrollo y con buen grado de conservacion, encontrando también
sabinos, fresnos y sauces; asimismo el ecosistema acuatico cuenta con una alta diversidad de especies. (IEE, 2013)
Para la realizacion del proyecto se ha realizado hasta el mes de enero, tres muestreos en seis puntos diferentes del ANP,
donde se han capturado, medido, muestreado y liberado cada uno de los individuos a excepcion de aquellos que se han
encontrado muertos.

Muestreo. La captura de los anuros se realiza por métodos estandares como son los transectos nocturnos y diurnos,
este consiste en caminar lentamente en tramos buscando ranas y sapos que se encuentren en el suelo, sobre las ramas
u hojas. Luego de que son capturadas inmediatamente se debe de registrar en una bitacora la especie, temperatura
cloacal, el sexo, edad, longitud, tipo de microhabitat, temperatura ambiental y del microhabitat, también fecha y hora
en que fue capturado, tipo de vegetacion donde fue encontrado, coordenadas geograficas, tipo de clima y donde se
encontro, y a su vez con ayuda de un hisopo de algodon estéril se le toma una muestra a una parte de la piel de la zona
cloacal para su analisis posterior.

Los analisis estan siendo realizados en el laboratorio de Microbiologia del Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato
(ITESI), ubicado en la ciudad de Irapuato, Guanajuato. Los aislados de cada una de las muestras recolectadas durante
los muestreos son incubados en medio liquido TG (1%Triptona, 0.3% glucosa) a una temperatura de 23°C y de ahi
son traspasados a un medio solido que es el agar TGhL (1.6% Triptona, 4% gelatina hidrolizada, 0.5% lactosa, 1%
agar) para asi tener colonias definidas de cada una de las muestras.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran las especies de anuros asi como el numero de individuos recolectados, muestreados y
liberados de septiembre de 2016 a enero de 2017 en el ANP “Las Musas”, siendo la especie de Lithobates
neovolcanicus la que mas se ha encontrado en esta ANP, seguida de la Hyla eximia. Se puede observar también que a
pesar que esta reportada como parte del ANP “Las Musas” la especie de Rhinella marina no se ha encontrado hasta el
momento, en el sitio de estudio. El total de individuos registrados en los muestreos fue de 70, con diferentes ejemplares
por cada especie, como se muestra en la Tabla 1. Del total registrado, Lithobates neovolcanicus represent6 el 35.7 %,
seguido de Hyla eximia con el 28.57%. En contraste, Anaxyrus compactilis fue la especie menos representada con
apenas el 4.31%
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Tabla 1. Numero de individuos recolectados de septiembre a enero en el ANP “Las Musas

ESPECIE NUMERO DE INDIVIDUOS % DEL TOTAL
RECOLECTADOS
Lithobates neovolcanicus 25 35.7%
Hyla eximia 20 28.57%
Hyla arenicolor 17 24.28%
Incilus occidentalis 5 7.14%

"Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato, Departamento de Ingenieria Bioquimica; Carretera Irapuato-Silao Km
12.5, C.P. 36821, Irapuato, Gto., México ip.laviada@gmail.com
2 Instituto Tecnoldgico Superior de Salvatierra, Depto. Innovacion Agricola Sustentable; aleyte@itess.edu.mx




Anaxyrus compactilis 3 4.31%
Rhinella marina 0 0%
TOTAL 70 100%

En las siguientes Figuras 1, 2, 3, 4 y 5 se muestran las diferentes especies de anuros que existen en el ANP “Las
Musas”.

Figura‘3 Hyla
arenicolor
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Figura 4. Incilus occidentalis (ANP Figura 5. Anaxyrus compactilis
“Las Musas”. Fotografia de Adrian  (ANP “Las Musas”. Fotografia de

Leyte Manrique) Adrian Leyte Manrique)

En la Tabla 2 se muestra el nimero de individuos enfermos encontrados en los meses de septiembre de 2016 a enero
de 2017 en el ANP “Las Musas”. Las especies con mayor presencia de sintomatologia de alguna enfermedad son
Lithobates neovolcanicus con el 25.71%, Hyla eximia con 14.29%, Hyla arenicolor con 11.43%, Incilus occidentalis
con 2.86% y siendo la menos afectada Anaxyrus compactilis con 1.42% debido a que ha sido la menos representada
en este tiempo en el ANP. Ademas, en la Tabla 3 se muestra que el porcentaje de individuos encontrados muertos es
de 5.7%. Aun falta por realizar pruebas adicionales de laboratorio para determinar la causa de la muerte de los
individuos, por lo que fueron recolectados para posteriores estudios.

Tabla 2. Numero de Individuos enfermos de cada especie y porcentaje que representa de un total de 70
individuos recolectados.

ESPECIE NUMERO DE INDIVIDUOS % DE UN TOTAL DE 70
ENFERMOS

Lithobates neovolcanicus 18 25.71%

Hyla eximia 10 14.29%

Hyla arenicolor 8 11.43%

Incilus occidentalis 2 2.86%

Anaxyrus compactilis 1 1.42%
Rhinella marina 0 0%

TOTAL 39 55.71%

Tabla 3. Numero de Individuos encontrados muertos de cada especie y porcentaje que representa de un
total de 70 individuos recolectados.

ESPECIE NUMERO DE INDIVIDUOS % DE UN TOTAL DE 70
ENCONTRADOS MUERTOS

Lithobates neovolcanicus 1 1.43%

Hyla eximia 3 4.28%
Hyla arenicolor 0 0%
Incilus occidentalis 0 0%
Anaxyrus compactilis 0 0%
Rhinella marina 0 0%

TOTAL 4 5.71%

Las siguientes Figuras 6, 7, 8 y 9 muestran las partes afectadas en algunos individuos que han presentado sintomas de
alguna enfermedad. Por los sintomas presentados en el ejemplar de H. eximia mostrado en la Figura 7, el agente causal
presuntivo es la bacteria Aeromonas hydrophila, mientras que en los demas ejemplares de las Figuras 6, 8 y 9,
considerando las lesiones observadas, el agente causal presuntivo es el hongo Batrachochytrium dendrobatidis, aunque
se hace énfasis en la necesidad de estudios microbianos adicionales que complementen y descarten o confirmen la
presencia de esos como los microorganismos como agentes causales de las patologias mencionadas.
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Figura 8. Hyla arenicolor Fgura 9. Hyla eximia
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coloracion violdcea en la parte baja del vientre. zona cloacal.
CONCLUSIONES

Es importante tener un conocimiento completo de las especies de anuros que existen en el ANP “Las Musas” y asi
mismo en el estado de Guanajuato, con la finalidad de conocer a profundidad a estas especies y su declive debido ya
sea a la contaminacion hecha por el ser humano al alterar su habitat o de algun agente patdgeno causante de aquellas
enfermedades que van debilitando a los cuerpos de las diferentes especies que existen en esta ANP. Es importante
mantener vigilados a estos pequefios organismos ya que son parte importante para el ecosistema y para mantener el
equilibrio en este. Por otro lado se debe de seguir estudiando a fondo a los agentes patogenos causantes de las
enfermedades de los anuros para tener un registro detallado y reportar con exactitud aquellas enfermedades que se
pueden encontrar en el ANP “Las Musas”.
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EVALUACION CUANTITATIVA DE LA PRODUCCION DE AMILASAS EN
HONGOS AISLADOS DE LOS AZUFRES, MICHOACAN

Ana Guadalupe Salazar Susrez' y Divanery Rodriguez Gomez’
RESUMEN

Las amilasas son enzimas que catalizan las reacciones hidroliticas del almidon, dando origen a diversos productos que
poseen una gran relevancia para algunas operaciones y procesos industriales. Las amilasas son cominmente halladas
en animales y en plantas, sin embargo, para fines industriales, las mas utilizadas son aquéllas de origen bacteriano o
fungico. En esta investigacion se cuantificé la produccion de amilasas de tres hongos aislados de los Azufres,
Michoacan. Inicialmente se comparé la produccion en medio solido y en medio liquido usando como base el salvado
de trigo, posteriormente se compard la produccion en medio solido de la cepa 252 (que resulto la mayor productora en
el analisis inicial) utilizando 3 medios de cultivo, uno con cascara de papa, otros dos con cebada. Cabe mencionar que
los medios de cultivo se complementaron con un buffer de fosfato 0.1M y pH 6. Las muestras se analizaron de acuerdo
al método Street-Close, método Pichen para amilasas y método Bradford para proteinas. Las mayores actividades
correspondieron a 3.48 USC/ g materia seca inicial correspondiente a 27 UA/g materia seca inicial para la cepa 252 en
el medio con salvado de trigo. Lo que correspondi6 en proteina a 0.1 g/g materia seca inicial. Se sugiere posteriores
estudios hacia la combinacion de sustratos para el mejoramiento de la actividad.

ABSTRACT

Amylases are enzymes that catalyze the hydrolytic reactions of starch, giving rise to diverse products that have a great
relevance for some operations and industrial processes. Amylases are commonly found in animals and plants, however,
for industrial purposes, the most used are those of bacterial or fungal origin. In this research the production of amylases
of three fungi isolated from “Los Azufres”, Michoacan, was quantified. Initially the production in solid medium and
liquid medium was compared using wheat bran as the basis, then the production in solid medium of strain 252 (which
was the largest producer in the initial analysis) was compared using 3 culture medium, one with potato peel, two others
with barley. It should be mentioned that the culture media were supplemented with a 0.1M phosphate buffer and pH
6. Samples were analyzed according to the Street- Close and Pichén methods for amylases and Bradford for protein
quantification. The highest activities were obtained for strain 252 in were bran, it was 3.48 SCU g dry mass
correspondent to 27 AU/g dry matter to 0.1 g of protein/g dry matter. Media combinations in order to increase activity
are suggested.

Palabras clave: Amilasas, proteina, cultivo en medio sélido.



INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos en su mayoria de origen proteico que actiian sobre un sustrato en el que
llevan a cabo una accion catalitica. Son de gran importancia en la industria tanto farmacéutica, textiles, cuero, alimentos
y detergentes (Castafio & Lopez, 2016). En esta familia se encuentran: a-amilasa (E.C. 3.2.1.1; a-1,4-glucan-4-
glucanohidrolasa), conocida también en el comercio y el ambito cientifico como glucogenasa y endoamilasa. Esta
endoenzima, libera dextrinas formadas por 7 unidades de glucosa, se la denomina enzima dextrinizante o licuante,
debido a la capacidad para disminuir la viscosidad de las soluciones de almidon (Kunamneni & Singh, 2005, Chon &
Liu, 2009) y glucoamilasa (E.C.3.2.1.3) se conoce como amiloglucosidasa y es una a-1,4-D-glucano glucohidrolasa.
Esta enzima hidroliza los enlaces a -1,4-D-glucosa, desde el extremo no reductor de la molécula de almidon y los
enlaces a-1,6-glucosidicos a menor velocidad, por lo cual, el producto final de la accion hidrolitica sobre el almidon
es glucosa. Estas enzimas tienen gran aplicacion en la industria alimentaria en la hidrdlisis del almidon para la
obtencion de jarabe de glucosa, maltodextrinas y almidones modificados. En el proceso de panificacion, la adicion de
amilasas tiene por objeto aumentar el valor “panificador” de las harinas, generando un adecuado desprendimiento de
CO; (Ghavidel & Davoodi, 2011, Raimi y otros, 2012). En la obtencion de cervezas de bajo contenido calérico, las
cuales degradan todo el almidon a azucares fermentables que se convierten en alcohol y CO,, por las levaduras, de esta
manera, no se encuentran azucares libres que aumentan las calorias del producto. En la obtencion de alcohol, las
amilasas hidrolizan el almidon proveniente de maiz, papas, cebada, yuca, etc., a fin de producir su licuaciéon y
sacarificacion, antes del proceso de fermentacion con las levaduras. Las amilasas se emplean en los detergentes para
eliminar las manchas que contienen almidon. Las amilasas provocan la coagulacion del almidon al hidrolizarlo. Se
adhieren a las superficies textiles y actilan como pegamento para los compuestos de almidon (Enzimas).

Las cepas aisladas de los Azufres, Michoacan tienen relevancia debido a las altas temperaturas a las que se desarrollan.
Por tal motivo se determina cuantitativamente la produccion de amilasas en 3 cepas de hongos aislados de los Azufres,
Michoacan a partir de la cantidad de sustrato consumido asi como la determinacion cuantitativa de proteina.

MATERIALES Y METODOLOGIA

Los hongos en estudio fueron aislados de la zona de los Azufres, Michoacan, (Quifiones, Morales, & Lopez, 2016) se
usaron las cepas 252, 9A y 10A debido a estudios previos, de seleccion de cepas productoras de amilasas (Gonzalez
Quevedo et al., 2017). Los hongos fueron crecidos en Agar Papa Dextrosa por 7 dias a 28°C. Los medios de cultivo
usados en la medicion inicial fueron: Para el medio liquido, 25 ml de caldo de salvado de trigo al 4%, con pH 6 y 25
ml de soluciéon de almidoén al 2 %. Para el medio so6lido, 10 g de salvado de trigo, 1 g de rastrojo de maiz, 7.5 ml de
buffer Fosfato y 7.5 ml de solucién de almidoén al 2%. Otro medio de cultivo sélido llevaba 20 g de cascara de papa y
7.5 ml de buffer fosfato; 20 g de cebada y 23 ml buffer fosfato 0.1 M; 64 g de cebada hervida y 8 ml de buffer fosfato.
Se ajusto el pH de los medios a 6 y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min. Los medios se inocularon con 6
circulos de 5 mm de diametro en cada matraz. Para el medio liquido se dejaron incubar a 33°C y 150 rpm por 7 dias 'y
para los medios solidos se incuban a 28°C por 7 dias.

Las muestras de medio solido fueron tomadas a 72 h de cultivo y suspendidas en 10 ml de buffer fosfato 0.1 M, pH 6.
Todas las muestra se centrifugaron por 15 min, el sobrenadante se separd y guardo en refrigeracion hasta su uso. Se
prepararon las muestras para la medicion de amilasas de acuerdo al método Street-Close (Lozada, 2015), método de
Pichén (2008) y proteina por el método de Bradford (Ramirez, y otros, 2014). Se hicieron curvas patrén usando
soluciones con concentraciéon conocida de almidon soluble y albiimina sérica bovina para medir amilasas y proteina,
respectivamente. Se determind la humedad de los medios de cultivo solidos con una termobalanza y el contenido de
esporas del indculo por conteo con Camara de Neubauer.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de la tabla 1 muestran una comparacion de la cantidad de proteina y amilasas producidas por las tres cepas
en estudio en medio sélido y liquido, segtin la formulacion referida para salvado de trigo. Se observé que se obtuvo
mayor produccion de proteina en el medio so6lido respecto al liquido de las cepas 252 y 9 A. Mientras que en la actividad
enzimatica por los métodos de Street-Close se encontré mayor actividad en la cepa 252 y 10A que en liquido. Usando
el método de Pichén los perfiles fueron similares en los dos sistemas de cultivo.

Se usaron dos métodos para determinar la enzima, en los cuales se encontraron inconsistencias en los resultados, ya
que por el método de Pichén las actividades encontradas en medio so6lido y liquido fueron similares y la cepa 10A
obtuvo mayor actividad, por otra parte usando el método Street-Close la mayor actividad fue en medio s6lido y con la
cepa 252. Para tener mayor certeza se usé el dato de proteina, el cual tiene tendencia similar al método Street-Close.

Tabla. 1. Comparacién de produccién de proteina y amilasas en cultivo en medio sélido (CMS) y en cultivo en

medio liquido (CML)

Cepa | gproteina/gMS | USC/gMS UA/ gMS

252 0.11+0.01 348+1.5 27.01 £0.0

CMS | 9A 0.08+0.0 0.47+£0.55 25.53+£0.0
10A 0.05£0.05 09104 37.18+11.4
252 0.05£0.02 0.47 £0.03 28.25+0.22
CML| 9A 0.03 +0.01 0.50£0.6 2728 +£1.78
10A 0.06 +0.02 0.00+0.0 30.05+1.12

De acuerdo al método de inoculacion empleado, no es posible realizar una comparacion estricta de las 3 cepas, ya que
las cepas 9A y 10A no presentaban suficiente esporulacion al cabo del cultivo para la produccion de indculo. Se midi6
la concentracion de esporas que se inoculd pero no fue idéntica para todas las cepas. Por lo que se procedi6 a usar la
cepa 252 en los experimentos sucesivos, ademas de presentar la mayor actividad usando el método Street-Close, su
fisiologia de produccion de esporas facilita la estandarizacion de los cultivos para experimentos posteriores.

Se realizaron experimentos adicionales en medios de cultivo sélidos de la cepa 252. Los resultados se muestran en la
tabla 2, en la cual se observa una comparacion de la cantidad de proteina y amilasas producidas en 4 diferentes medios
de cultivo en el sistema sélido, las unidades que se presentan es de unidades enzimaticas respecto a los gramos de
materia seca del medio cultivo. Se compararon dos métodos de evaluacion de amilasas, en los cuales se encuentra el
mismo comportamiento, mayor produccion en medio conteniendo salvado de trigo, seguido de cascara de papa y los
medios de menor produccion son los que contenian cebada, tanto cruda como hervida. En cuanto a la produccion de
proteina, el salvado de trigo tiene una mayor produccion.

Se presenta también la actividad especifica, es decir la actividad enzimatica por gramo de proteina, siendo mayor en
salvado de trigo que en los demas medios, en correspondencia al perfil obtenido de amilasas.




Tabla. 2. Comparacién de produccioén de proteina y amilasas en cultivo en medio sélido para la cepa 252

Medio de cultivo g proteina / gMS USC/ gMS UA/ gMS USC,/
gproteina
Salvado de trigo 0.10£0.012 348+1.5 27.01 +£1.5 95.2
Cascara de papa 0.02+0.015 2.16+1.17 25.64 +2.57 14.1
Cebada 0.02+0 0.32+0.3 6.44+0.79 18.2
Cebada hervida 0.01 +0.002 0.17 +0.044 4.13+0.25 33

En comparacion con la literatura, Olivares de la Cruz, et al., (2012) encontraron una produccion de amilasas de 0.4-
0.5 USC/ml usando Aspergillus niger en medio conteniendo salvado de trigo, al hacer la conversién de unidades se
encuentra que la actividad amilasa registrada en el presente estudio corresponde a 0.9 USC/ ml en medio de salvado
de trigo. Por lo que la actividad se encuentra en el rango de medicion. De manera positiva, en todos los medios de
produccién la actividad esta por enzima de la referencia.

Ademas se midio la humedad relativa del cultivo en medio s6lido usando la termobalanza. Los resultados se muestran
en la tabla 3. La formulacion de los medios trat6 de ajustarse a 70% de humedad, sin embargo debido a factores
relacionados con el pretratamiento del sustrato, no se logrd. Este seria un factor a tener en cuenta en experimentos
posteriores para poder realizar una mejor comparacion de los sustratos. La humedad relativa puede haber influido en
el crecimiento del hongo y su produccion de enzima.

Tabla. 3. Humedad relativa (%) de los medios de cultivo en sistema sélido

Medio de cultivo HR (%)
Salvado de trigo 57.75
Céscara de papa 88.62

Cebada 66.4
Cebada hervida 46.34

CONCLUSIONES

La mayor produccion de amilasas se encontrd en la cepa 252 y en medio de salvado de trigo adicionado con almidon.
Se continuara trabajando hacia el ajuste de la humedad en el medio de cultivo y la combinacién de sustratos como
puede ser salvado de trigo con cascaras de papa.
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DIVERSIDAD DE LIQUENES FOLIOSOS Y FRUTICOSOS DE LA SIERRA
GORDA DEL ESTADO DE GUANAJUATO

Antonio Isaac Ramirez Rojas1 y Varinia Lépez Ramirez’
RESUMEN

Los liquenes son organismos simbidticos conformados por un hongo, un alga y una levadura. Por su morfologia
los liquenes se pueden clasificar en crustosos, foliosos y fruticosos. Los liquenes son considerados biomonitores
ambientales, ya que algunas especies tienen la capacidad de tolerar contaminantes, mientras que otros abaten
su numero frente a altas concentraciones de CO,. Evaluar la distribucion de especies liquénicas tolerantes o
sensibles a contaminacién permitird determinar si una zona estd o no impactada ambientalmente. En este
trabajo, nos propusimos determinar la diversidad de liquenes foliosos y fruticosos localizados en un area natural
protegida del estado de Guanajuato, con el fin de determinar la diversidad presente en un area no impactada. A
partir del analisis de su morfologia y respuesta quimica con KOH (10%), NaClO y sus combinaciones, HNO;
(50%) y Lugol, encontramos 12 especies diferentes de liquenes foliosos y fruticosos, dentro de estos grupos
destacan los géneros Punctelia, Parmelia y Usnea. La extraccion de ADN de las muestras colectadas permitira
la caracterizacion molecular por medio de la amplificacion de la region ITS, con el fin de obtener un catalogo
molecular de especies distribuidas en Guanajuato.

ABSTRACT

The lichens are symbiotic organisms from by a fungus, an algae and a yeast. According lichens’ morphology
they can be classified in crustose, foliose and fruticose. Lichens are considered as biomonitors, due to some
species have the ability to tolerate pollutants, while others tolerate high concentrations of CO,. Evaluate lichen
species distribution as tolerant or sensitive to contamination would determine whether or not an area is
impacted. In this work, we determined the diversity of foliose and fruticose lichens located in a protected natural
area of the state of Guanajuato, to determinate the diversity present in a non-impacted area. Through
morphological analysis and chemical response with KOH (10%), NaClO and their combinations, HNO; (50%)
and Lugol. We found 12 different species of foliose and fruticose lichens, of the genera Punctelia, Parmelia
and Usnea. The DNA amplification of ITS region allow their molecular characterization, in order to obtain a
molecular catalog of species found in Guanajuato.

Palabras clave: Diversidad de especies liquénicas. simbiosis, micobionte, fotobionte, caracterizacion
molecular

INTRODUCCION

Los liquenes son una asociacion simbidtica entre un hongo denominado micobionte y un alga o cianobacteria,
denominada fotobionte y una levadura (Spribille ef al., 2016). En esta asociacion el hongo es el encargado del
soporte al liquen formando un cuerpo vegetativo constituido en su mayoria por hifas, que protegen al fotobionte.
La organizacion interna del talo liquénico se diferencia por como el fotobionte esta distribuido en el micobionte,
si se ubica a lo largo del talo liquénico se le conoce como homomero y si se encuentra el fotobionte agrupado
en los margenes del liquen se le llama heterémero (Hale, 1969).

Los liquenes se clasifican de acuerdo a la morfologia del talo liquénico y por su asociaciéon con el sustrato
como: crustoso, este tipo de liquen crece unido intimamente al sustrato, por lo general en las piedras y es muy
dificil removerlo de las mismas; talo folioso, en este liquen el talo esta solo unido en la superficie inferior por
rizinas principalmente y presenta apariencia de hoja pequefa con lobulos; talo fruticoso, donde el liquen
presenta una especie de ramificaciones alargadas externas y el talo liquénico solo estd unido por un pequefio
segmento al sustrato (Thomas H. Nash, 2008).

METODOS Y MATERIALES

Colecta de liquenes

Se realiz6 una colecta de liquenes foliosos y fruticosos en “Charco Azul” en el municipio de Xichu Guanajuato,
tomando con una navaja una seccion de 3 cm” aproximadamente del liquen, y se deposité en sobres de papel
manila, etiquetandose con la clave AIRR de acuerdo a las letras iniciales de quien lo recolectd y enumerandolos
por orden de muestreo. En cada caso se registraron las coordenadas correspondientes al sitio de colecta.

Identificacion quimica de las especies

La identificacion de las muestras colectadas procedié a partir de la descripcion de sus caracteristicas
morfoldgicas y su reactividad ante diferentes sustancias quimicas. Los liquenes pueden ser identificados con
mayor facilidad ya que sintetizan metabolitos que al reaccionar con algunas soluciones, provocan un cambio
sustancial de color y es posible su diferenciacion, utilizando guias dicotomicas. Para las pruebas quimicas se
tomo un trozo de muestra y se colocé en una placa de porcelana horadada y se evaluo su reaccion con hipoclorito
de sodio (NaClO), hidroxido de potasio al 10% (KOH) y sus combinaciones, Lugol al 10% y acido nitrico al
50%.



Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion del ADN de acuerdo a la metodologia usada por Park y col., (2014) con las siguientes
modificaciones. En tubos eppendorf con perlas de vidrio se depositd un pedazo de liquen de 0.5 cm y se congelo
a -20°C hasta su procesamiento. La lisis celular se llevo a cabo con la adicion de 600 UL de solucion reguladora
de cloruro de potasio (100 mM de Tris HC1 pH 8, 10 mM de EDTA pH 8 y 1 M KCl). Una vez realizada la lisis
celular se le adicionaron 180 UL de cloroformo, mezclandose vigorosamente, posteriormente se centrifugd por
2 min. a 12000 rpm para separar las fases. La fase acuosa se recuperd en un tubo eppendorf nuevo y estéril,
para posteriormente precipitar el ADN con una solucion de isopropanol dejandola incubar a temperatura
ambiente por 5 min., para posteriormente ser centrifugada por 2 min. a 12000 rpm. Finalmente, la pastilla
obtenida se lavo tres veces consecutivas con etanol al 70% frio, centrifugandose cada vez 2 min. a 12000 rpm.
La pastilla obtenida se dejo secar y re suspendio en solucion TE 1X (10 mM de Tris HCI pH 8, 1 mM de EDTA
pH 8). Las muestras de ADN se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 83 muestras de liquenes foliosos y fruticosos en “Charco Azul” en Xichu (Figura

).

Figura 1. Especies de liquenes colectadas en “Charco Azul” en Xichi Guanajauato. A. Muestra de
Parmelia sulcata en corteza de encino; B. Muestra de Pseudoevernia furfuracea sobre corteza de
encino.

La colecta de las muestras abarco puntos aledaiios a la zona de recreo de “Charco Azul”, Figura 2.
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Figura 2. Mapa de dlstnbucmn de los sitios de colecta de Ilquenes en “Charco AzuI”

Para determinar la identidad de las especies colectadas, analizamos las caracteristicas morfologicas de las
muestras, asi como la presencia y ubicacion de estructuras reproductivas a lo largo de los talos liquénicos,
ademas de evaluar su reactividad quimica. Los géneros identificados de indican en la Tabla 1, asi como el
numero de muestras obtenidas por cada género, esto otorga un panorama de la diversidad liquénica presente en
“Charco Azul”, ya que encontramos especies diversas con morfologias totalmente entre ellas, esto nos
demostraria la calidad del aire en el lugar, ya que se considera como biomonitor a las especies pertenecientes
que de acuerdo a sus funciones vitales en relacion con el medio ambiente donde habitan presentan un cambio
de color en el talo liquénico o en sus estructuras reproductivas (David et al., 2005),




Tabla 1. Género de muestras de liquenes y numero de cada una de ellas.

Especie Numero de muestras Tipo de talo
obtenidas
Parmelia sulcata 5 Folioso
Parmelina pastillifera 5 Folioso
Pseudevernia furfuracea 13 Fruticoso
Punctelia borreri 14 Folioso
Punctelia reddenda 6 Folioso
Usnea subfloridana 6 Fruticoso

Para obtener una identificacion mas precisa de las especies colectadas, se procedid a su caracterizacion
molecular a partir de la extraccion de ADN (Figura 3) y posterior amplificacion y secuenciacion de la region
ITS.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de ADN de las especies de liquenes colectadas,
1. Punctelia redenda (AIRR018), 2. Parmelia sulcata (AIRR019), 3. Punctelia borreri (AIRR036), 4. Usnea
subfloridana (AIRR037), 5. Punctelia redenda (AIRR059), 6. Punctelia borreri (AIRR064), 7. Parmelia
pastillifera (AIRR068), 8. Parmelia pastillifera (AIRR075)

CONCLUSIONES

La diversidad de liquenes foliosos y fruticosos encontrada en “Charco Azul” en el municipio de Xichi en
Guanajuato es amplia gracias a las condiciones ambientales, la vegetacion y caracteristicas de la zona. Se
observo que existen una mayor presencia de liquenes foliosos que fruticosos siendo una diferencia de cuatro
géneros de liquenes foliosos y dos para fruticosos incluidos en este estudio. Las especies identificadas como
Parmelia, Punctelia, Usnea mostraron que los liquenes foliosos y fruticosos son predominantes en la zona
donde se colectaron las muestras, y estos ejemplares presentan diferencias morfologicas, fisioldgicas y destacan
por el potencial biotecnolégico de sus metabolitos. A partir de este trabajo se sugiere realizar un catalogo de
especies de liquenes distribuidos en areas naturales protegidas del Estado de Guanajuato y comparar las especies
presentes en las mismas, a fin de determinar aquellas especies que podrian ser empleadas en Guanajuato como
biomonitores ambientales.
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EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN PRODUCTOS
ACIDIFICADOS

Daniela Carolina Gonzélez Quevedo' y Claudia Armas Garfias®.
RESUMEN

En el presente trabajo se examinaron diferentes tipos de alimentos acidificados de estilo condimento para ensaladas
con la finalidad de evaluar el crecimiento de mohos y levaduras y determinar la inocuidad de dichos productos respecto
a estos parametros. Para esto se hizo uso de la normatividad mexicana que rige la preparacion y dilucion de alimentos
para su uso microbioldgico y la normatividad mexicana que nos brinda la metodologia para la cuenta del crecimiento
de mohos y levaduras en alimentos; todo esto para evaluar la inocuidad y la relacion de ella con su proceso productivo.
Los resultados mostraron que los alimentos acidificados no derivados de mayonesa y lacteos se apegan mas a los
limites permisibles por la normatividad mexicana mientras que los derivados de mayonesa y lacteos no, concluyendo
que pueda deberse a algiin ingrediente que favorezca el crecimiento de los microorganismos.

ABSTRACT

In the present work, we examined different types of acidified foods in the condiment style for salads in order to evaluate
the growth of molds and yeasts and to determine the safety of these products with respect to these parameters. For this,
the Mexican regulations governing the preparation and dilution of food for microbiological use and the Mexican
regulations that the methodology for the growth of molds and yeasts in food were used, all this to evaluate the innocuity
and the relation of her with its productive process. The results showed that acidified foods not derived from mayonnaise
and dairy conform more to the limits allowed by Mexican regulations, while the mayonnaise and dairy products do
not, concluding that it may be due to some ingredient that favors the growth of microorganisms.

PALABRAS CLAVE
Mohos, levaduras, aderezos, vinagretas.
INTRODUCCION

La contaminacion fungica de los alimentos es de gran interés, ya que gracias a esta actividad los alimentos se
deterioran, se pudren y dafia a una gran cantidad de materia prima para la industria, incluso en algunos casos tienen la
capacidad de producir micotoxinas, que son dafiinas provocando infecciones, o reacciones alérgicas al ser vivo que lo
consume. Debido a esto, es recomendable realizar evaluaciones microbioldgicas periddicamente y de este modo
conocer la calidad del producto y si estos se encuentran dentro de los parametros de la normativa que los rige para su
posterior consumo.

“Los mohos y levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden encontrar formando parte de la
flora normal de un alimento, o como agentes contaminantes y en los equipos sanitizados inadecuadamente, provocando
el deterioro fisicoquimico de éstos, debido a la utilizacion en su metabolismo de los carbohidratos, acidos organicos,
proteinas y lipidos originando mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie de los productos contaminados.
Ademas, los mohos y levaduras pueden sintetizar metabolitos toxicos termo-resistentes, capaces de soportar algunas
sustancias quimicas, asi como la irradiacion y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables, permitiendo el
crecimiento de bacterias patdgenas. Es de gran importancia cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos, puesto
que, al establecer la cuenta de estos microorganismos, permite su utilizaciéon como un indicador de practicas sanitarias
inadecuadas durante la produccién y el almacenamiento de los productos, asi como el uso de materia prima
inadecuada.” (NOM-111-SSA1-1994).

Los mohos y levaduras pertenecen al mismo grupo taxonomico (fungi), sin embargo, tienen aspectos totalmente
distintos. Son microorganismos de gran importancia para el ser humano, ya que tienen la capacidad de dafiar los
alimentos descomponiéndolos rdpidamente o perjudicar la salud de quien los consume, pero también pueden ser
aprovechados para la industria de productos fermentados.

La contaminacion de los alimentos por mohos y levaduras es un problema grave para la industria, debido a que prosigue
la aparicion de productos de baja calidad inaceptables para continuar con el proceso de produccion. Dicha problematica
es de gran escala debido a la pérdida econdmica que trae consigo dicha contaminacion microbiana.

En el proceso de contaminacion participan los hongos filamentosos, levaduras y bacterias, sin embargo, las levaduras
juegan el papel secundario en el proceso de contaminacion y descomposicion de los alimentos, debido a esto se conoce
que a ciertas condiciones se favorece el crecimiento de las levaduras que podrian llegar a ser dafiinas después de su
consumo.

En alimentos 4cidos y en los de baja actividad de agua, los hongos filamentosos y las levaduras crecen con mayor
rapidez que las bacterias provocando importantes pérdidas por alteracion de frutas frescas, vegetales, quesos, productos
derivados de los cereales, alimentos salazonados y encurtidos, asi como en los alimentos congelados y en los
deshidratados cuyo almacenamiento se realiza en condiciones inadecuadas. En alimentos no acidos que conservan
humedad, los hongos filamentosos y las levaduras crecen mas lentamente que las bacterias y por ello pocas veces
determinan problemas en tales alimentos. En los alimentos frescos y en los congelados, pueden encontrarse niimeros
reducidos de esporas y levaduras, pero su presencia en estos alimentos es de escaso significado. Las levaduras crecen
mas rapidamente que los hongos filamentosos, pero con frecuencia junto a ellos. Mientras que los hongos filamentosos
son casi siempre aerobios estrictos las levaduras crecen tanto en presencia como en ausencia de oxigeno (Gonzalez y
Rodriguez, 1998).
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Debido a esto, se puede prever que el crecimiento de hongos y levaduras en los alimentos acidificados de estilo
condimento para ensaladas sea positivo, ya que estos son los productos en los que el crecimiento de dichos
microorganismos se ve favorecido.

Es importante mencionar que el grupo de levaduras presentes en los alimentos que son capaces de dafar la salud es
muy reducido. Sin embargo, la contaminacion por levaduras es capaz de presentarse en alimentos y bebidas procesadas
y almacenadas aun teniendo el buen manejo de la normatividad que beneficia dichas producciones.

Por tal motivo que nos es de gran interés evaluar el crecimiento de mohos en levaduras en los productos acidificados,
de este modo pudiendo determinar la calidad de estos productos con respecto a la contaminacion y si dichos productos
son adecuados para el consumo humano. Incluso es importante realizar adecuadamente el método de cuenta en placa,
el nimero de mohos y levaduras viables presentes en los alimentos acidificados de estilo condimento para ensaladas.

METODOLOGIA

El procedimiento y material o equipo que se necesitd para la evaluacion del crecimiento de mohos y levaduras en
productos acidificados se llevo a cabo con base en las normas: NOM-110-SSA1-1994 Bienes y servicios. Preparacion
y diluciéon de muestras de alimentos para su analisis microbiologico, NOM-111-SSA1-1994. Bienes y servicios.
Meétodo para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos y la Norma Mexicana NMX-f-341-NORMEX-2006
Especificaciones y métodos de prueba de alimentos y aderezos de mayonesa.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 62 diferentes muestras de las cuales 19 son productos derivados de mayonesa y lacteos y 43
son productos no derivados de mayonesa y lacteos.

Es importante destacar que la norma que se utiliz6 como referencia para la evaluacion de alimentos acidificados de
estilo condimento para ensaladas es la Norma Mexicana NMX-f-341-NORMEX-2006 en la cual se describe que el
limite maximo de presencia de levaduras es de 50 UFC/ml y para presencia de hongos el limite es de 20 UFC/ml.

Teniendo un total de 19 diferentes muestras de productos derivados de mayonesa y lacteos, de las que, para la
evaluacion de levaduras, 18 estan fuera de los limites permisibles por la norma y s6lo 1 muestra cumple con dichos
limites, mientras que, para la evaluacion de hongos, 16 estan dentro del rango permisible y solo 3 muestras no cumplen
con la norma.

Para el analisis de productos no derivados de mayonesa y lacteos se trabajo con 43 muestras de las que, para la
evaluacion de levaduras, 36 muestras resultaron cumplir con la norma correctamente y 7 muestras sobrepasan el limite
que permite la norma, mientras que, para la evaluacion de hongos, 42 muestras cumplen con los rangos permisibles y
solo 1 muestra sale del rango que marca la norma.

DISCUSION

Como bien sabemos, los mohos y levaduras son microorganismos que podemos ver facilmente creciendo en un pedazo
de pan que olvidamos en la alacena o incluso utilizandolos para generar productos como la levadura para la produccion
de la cerveza, sin embargo, el crecimiento de estos microorganismos puede ser muy daiiino para el ser humano; en este
trabajo se evaluo el crecimiento de dichos microorganismos, se pudo visualizar y saber si los aderezos y vinagretas
que analizamos cumplen con la normatividad mexicana que los rige.

En el caso de los productos no derivados de mayonesa y lacteos se obtuvieron resultados favorables, ya que muy pocas
muestras son las que salieron del rango permitido por las normas. Puede pensarse que esto tiene relacion con el método
de conservacion de alimentos llamado escabechado el cual se conservan los alimentos por medio de un concentrado
de vinagre en el cual se propone un medio de pH bajo que detiene el crecimiento de microorganismos indeseables en
el alimento. Como bien sabemos el principal ingrediente de los productos no derivados de mayonesa y lacteos, es el
vinagre. Por lo tanto, puede entenderse que el vinagre es el principal agente que detiene el crecimiento de mohos y
levaduras en algunos de estos productos.

Por otro lado, los productos derivados de mayonesa y lacteos tuvieron mayor nimero de muestras en las que crecieron
mohos y levaduras, en este caso podemos pensar que se debe a la preparacion y a los ingredientes que estos productos
requieren. Algunos productos derivados de mayonesa y lacteos contienen emulsiones de huevo, mayonesa y/o
productos lacteos, en los cuales el crecimiento de microorganismos se ve beneficiado, ya que, en el almacenaje de
dichos productos, no llevan refrigeracion ni algiin tratamiento térmico en su preparacion que brinde conservacion
prolongada al producto, lo cual permite el crecimiento exponencial de microorganismos.

Sin embargo, asi como en los productos no derivados de mayonesa y lacteos el vinagre ayuda a su conservacion,
también en estos productos existen especias como la sal o algun tipo de aditivo o modificacion de empaquetado que
en dichos productos acidificados pueden ayudar a evitar el crecimiento de mohos y levaduras y asi brindar mayor
calidad al producto.

CONCLUSION

Es de gran importancia la continuacion de la evaluacién de productos alimenticios con respecto a crecimientos de
mohos y levaduras debido al daiio que pueden causar al ser humano después de ser consumidos.

Como resultado de la investigacion presente, es posible concluir que el crecimiento de mohos y levaduras en productos
derivados de mayonesa y lacteos es mucho mayor a comparacion del crecimiento que hubo en el analisis de los
productos no derivados de mayonesa y lacteos.




—
Podemos saber que dicha contaminacion pueda derivarse de su método de preparacion, ya que productos son solo

emulsiones sin un proceso térmico que respalde la esterilidad del producto, incluso el almacenaje y manipulacion
pueden poner en riesgo el producto si no se tienen los cuidados que estos requieren.

Por tal motivo es esencial darle seguimiento con este tipo evaluaciones a los productos que consumimos y verificar
que tanto se apega la industria productora a la normatividad mexicana que los rige, para su posterior venta al
consumidor.
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HUMEDALES ARTIFICIALES PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS
CONTAMINADAS CON FIPRONIL.

Gonzalez Cendejas Diego Armando’ y Cisneros Almazin Rodolfo®
RESUMEN

En el presente documento se analizo el trabajo de remocion de dos humedales artificiales de flujo sub-superficial
compuesto de dos etapas con un sustrato primario diferente en cada humedal, ubicado en forma horizontal ya que esto
nos permitird un mayor tiempo de contacto y es la forma mas eficaz de remover contaminantes. La etapa primaria
constituida por zeolita y escoria respectivamente como sustrato y la etapa secundaria con un medio poroso a base de
carbon activado comercial como sustrato. Para aumentar el tiempo de residencia y contacto del agua residual con los
componentes del humedal, se introdujo una recirculacion que abarca ambas etapas del humedal, todo esto con el
objetivo de remover contaminantes emergentes presentes en aguas residuales tales como el Fipronil, obteniéndose
como resultado un porcentaje de adsorcion de 77.76% y escoria con un porcentaje de adsorcion 42.16%.

ABSTRACT

This paper analyzed the work of removal of two sub-surface artificial wetlands composed of two stages with a different
primary substrate in each wetland, located horizontally as this will allow a longer contact time and is the form More
effective to remove contaminants. The primary stage consisting of zeolite and slag respectively as substrate and the
secondary step with porous medium based on commercial activated carbon as substrate, to increase the residence time
and contact of the waste water with the components of the Wetland, a recirculation was introduced that encompasses
both stages of the wetland, all with the objective of removing emerging contaminants present in wastewater such as
Fipronil. As a result, a percentage of adsorption of 77.76% and slag with a percentage of adsorption 42.16% was
obtained.

Palabras clave: Humedal, Fipronil, Sustratos.

INTRODUCCION

Los humedales son areas que se encuentran saturadas por aguas superficiales o subterraneas con una frecuencia y
duracion tales, que sean suficientes para mantener condiciones saturadas. Suelen tener aguas con profundidades
inferiores a 60 cm con plantas emergentes como espadafias, carrizos y juncos. La vegetacion proporciona superficies
para la formacion de peliculas bacterianas, facilita la filtracion y la adsorcion de los constituyentes del agua residual,
permite la transferencia de oxigeno a la columna de agua y controla el crecimiento de algas al limitar la penetracion
de luz solar. (Roig, 2016)

Se ha estudiado la remocion de contaminantes en filtros con arcillas (Eguia, 1998), gravas y posteriormente se han ido
sumando distintos tipos de medios filtrantes a los estudios tales como cascara de coco, grava, aserrin, arena, carbon
vegetal, carbon activado, entre otros. Los cuales alcanzaron variados niveles de eficiencia removiendo sulfuros,
arsenito, entre otros contaminantes dependiendo del medio estudiado (Elizondo & Herrera, 2012) (Daus, Wennrich, &
Weiss, 2004). El compuesto Fipronil es un insecticida perteneciente a la familia de los fenilpirazoles sintetizado por la
compaifiia Rhone-Poulenc en 1987 e introducido en 1993 en el mercado europeo (The British Crop Protection, 2000)
y registrado en Estados Unidos de América en 1996 (Ware, 2000). En paises como México han aprobado formulaciones
de Fipronil como termicidas de eleccion. el uso de este insecticida se da para el combate contra la plaga de la langosta
(Tingle et. al., 2000).

Fipronil puede ser formulado en distintas composiciones como so6lido (ej. Cebo para insecto; White, 1998), aerosol
liquido o como producto granular (ej. aplicacion en césped; U.S. EPA, 1996). La importancia de la composicion radica
en la influencia del destino ambiental del compuesto, esto lo sustenta Ngim y Crosby (2001) que encontraron que el
producto granular de Fipronil fue mas persistente que otras formulaciones en agua, con un tiempo de vida media de
125 hy en suelo de 438 h. El amplio espectro de Fipronil contra diferentes plagas permite utilizarlo en el &mbito urbano
y agricola. En México es utilizado para la proteccion de diversos cultivos agricolas contra la plaga conocida como
langosta, esto en base a estudios de (SAGARPA) y del (INIFAP) que evaluaron la efectividad de diversos insecticidas
empleados contra dicha plaga valorando: el intervalo de seguridad y toxicidad

Se ha reportado que en el medio ambiente Fipronil se degrada a cuatro compuestos: Fipronil sulfona, Fipronil sulfuro,
Fipronil desulfinil y Fipronil amida. Los productos de degradacion presentan caracteristicas diferentes al compuesto
inicial por ejemplo F. sulfona, F. sulfuro y F. desulfinil tienen un Koc de 4209, 2719 y 1290 mL/g respectivamente y
son clasificados como moderadamente adsorbidos al suelo por lo que es poco probable encontrarlo en aguas
subterraneas. Por otro lado, F. amida presenta un Koc de 166 mL/g y se encuentra como débilmente adsorbido al suelo.
(FAO/WHO, 2001).

En el presente estudio se propone la remocion del plaguicida fipronil en agua a través de un humedal artificial
compuesto por un sustrato de zeolita y escoria metalurgica como etapa primaria y llevandose el flujo de agua a una
etapa secundaria compuesta por carbon activado comercial. El fipronil fue sometido a un cambio que consiste en
dejarlo reposar en agua desionizada por dos horas con cuarenta minutos para provocar que este se convierta en un
compuesto que se puede encontrar con mas facilidad y comunmente en la naturaleza como fipronil amida que es lo
que esperamos encontrar al final del proceso de filtrado. El carbon activado comercial a su vez fue sometido a diversas
pruebas quimicas para conocer su punto de carga cero con el objeto de que la suma de los pH sea igual a cero y la
cantidad de sitos activos basicos y acidos para conocer su afinidad para la remocion de cationes y aniones presentes
en el agua contaminada.




METODOS Y MATERIALES

En la elaboracion del humedal se valoraron las condiciones presentes en nuestro sistema como es el tiempo de retencion
del agua en el humedal, la concentracion del contaminante emergente en el agua, ubicacion y disefio de nuestro
humedal para la obtencion de mejores resultados, se utilizo una tina de plastico grueso con las siguientes medidas: 82.5
cm de ancho, 60 cm de largo y 32.5 de altura con una pendiente del 1 % , se puso sustrato hasta una medida de 13.5
cm para asegurar un flujo sub-superficial y con esto el contacto adecuado con los elementos del humedal. La
construccion del humedal comenz6 con la elaboracion del sistema de tuberia que nos daria el efluente sobre el sustrato
en la tina logrando asi una mejor distribucion del liquido, posteriormente se le adapté una llave de salida que nos sirve
para la toma de muestra y a su vez el paso del fluido hacia nuestro tratamiento secundario a base carbon activado, de
igual manera se adapt6 una tuberia de salida hacia un balde de retencion de agua donde esta se recirculd hacia la tuberia
de entrada del liquido al sistema. La eleccion de los sustratos se hizo en base a estudios realizados con anterioridad en
humedales del mismo laboratorio. La zeolita y la escoria metaltrgica fueron seleccionados y sometidos a prueba de
componentes que consiste en dejar reposar 50g de los materiales en agua desionizada y a la vez en agua de grifo durante
un lapso de 24 horas para asi tener un punto de comparacion, pasadas las 24 horas se tomaron 10 ml de cada muestra
y se paso a realizar el estudio en un espectrofotometro de luz infrarroja, determinandose asi que elementos componian
nuestros sustratos con el fin de conocer si algun elemento pudiera intervenir con nuestros resultados (Cuadro 1y 2).
Se realizaron dos estudios especificos al carbon activado, el primero llamado punto de carga cero que consiste en verter
100ml. de agua desionizada en un vaso de precipitado de 250ml y calentar por 20 minutos para retirar el dioxido de
carbono presente en la solucion, se pesaron .5 g de carbon activado comercial y se coloco en el agua desionizada
previamente calentada y se sometid a un proceso de agitacion durante 48 horas continuas a temperatura ambiente y se
midio el PH y se obtuvo de 7.25. La segunda prueba realizada al sustrato del tratamiento secundario es la prueba de
sitios activos que consiste en pesar 1g. de carbon activado comercial y colocarlo en tubo falcon aforando hasta 50 ml.
con HNO; 1 M y dejar reposar durante 5 dias a una temperatura ambiente, se hizo lo mismo para sitios acidos pero
esta vez aforando a 50ml. en el tubo falcon con NOH .1 M y en consiguiente se realiz6 la titulacion monitoreando los
cambios de PH y se determinaron la cantidad se sitios activos acidos y basicos que conforman al carbon activado
comercial utilizando la herramienta Excel de office se realiza una grafica con los resultados de la titulacion graficando
ml contra PH de cada sustancia, de estos datos se obtuvo la primera y segunda derivada y de igual manera se grafican
estos datos contra los ml., de la grafica de la segunda derivada se toma el valor del eje de las x por donde pasa la
variacidn mas grande y esta se introduce en la formula con los datos ya sefialados con anterioridad. (figura 3 y 4).
Posteriormente, se afladieron 30 litros de agua de grifo a cada humedal respectivamente; El fipronil comercial se
encuentra a una concentracion de 200 g/L que es lo mismo a 200,000 ppm, por motivos de lectura del espectrofotometro
de luz uv visible se tuvo que utilizar una concentracion mayor a 100 ppm ya que esa es la minima cantidad de
concentracion a la que mide el espectrofotometro. se prepard una solucion a 250 ppm lo que nos dio un total de 37.5
ml de fipronil aforado en 1 L de agua previamente basificada con hidroxido de sodio para obtener un ph basico mayor
a 12 para acelerar el proceso de transformacion a fipronil amida y con el objeto de obtener las ppm deseadas para los
30 L., se le agregd 500 ml. de esta sustancia contaminante preparada a cada humedal teniendo una concentracion final
de 125 ppm en cada humedal de la sustancia contaminante; El flujo es libre hacia el tratamiento secundario a base de
medio litro de carbon activado comercial teniendo un tiempo de residencia de 5 dias, para evaluar las condiciones de
remocion obtenidos, se obtuvo la linea base y de acuerdo con ella se realiz6 una curva de calibracion (Figura 5) con
diluciones de 5,10,15,20 y 25 ppm a partir de la solucioén preparada a 125 ppm (control),posteriormente se midieron
las muestras del efluente del humedal de los 3 y 5 dias (cuadros 3 y 4), obteniéndose asi el porcentaje de adsorcion de
cada sustrato.

RESULTADOS

Las siguientes figuras (figura 1 y 2) muestran el funcionamiento y disefio de los humedales artificiales de flujo sub-
superficial compuestos por sustratos ( zeolita y escoria metalurgica) , tuberias y una recirculacion a base de una bomba
sumerguible en el punto final del proceso.

Figura 1. Humedal con Zeolita como sustrato. Figura 2 Humedal con Escoria como sustrato.

(Cuadro 1y 2). Los resultados de las pruebas de componentes realizadas a los sustratos son las siguientes:

Cuadro 1. Componentes de la Zeolita Cuadro 2. Componentes de la Escoria metallrgica.

Agua Desionizada



Elemento Resultados
Arsén?go 1.53 mg/L._['Resultados Elemento Resultados Resultado
Aluminio 104 mg/L " 4g7mg/1, Arsénico 0.004 mg/L 0.004 mg/L
Carbon organico | 64 mg/L 034 mg/L, Aluminio 20.006 mg/L -0.006 mg/L.
Cadmio,Ditizona | 19.3 mg/L 27 mg/L Carbon organico | 13 mg/L 13 mg/L
DQO, RA 4O me/l g6 mg, Cadmio,Ditizona | -0.7mg/L -0.7mg/L
Dureza, Ca 133 me/l 1124 mg/L DQO, RA -10mg/L “10mg/L
Manganeso.RA | 2.9 mg/L [y e mory, Dureza, Ca -0.05 mg/L -0.05 mg/L
N t?tal’ RA <l il 1.3 mg/L Manganeso,RA -0.1 mg/L -0.1 mg/L
Oxigeno,dis, RA | 23 mg/l. _fagr N total, RA 3 mglL 3 mg/L
Ll 19 mg/L 1.3 mg/L Oxigeno,dis, RA | -0.1 mg/L -0.1 mg/L
Sulfato 13 mg/L 1.3 mg/L Potasio 0 mg/L 0 mg/L
Cloro 0.32 mg/L 7 mg/L Sulfato 0 mg/L 0 mg/L
0.08 mg/L Cloro -0.02 mg/L -0.02 mg/L

Los resultados arrojados por las pruebas de sitios activos acidos presentes en el carbon, nos indican la presencia de
estos sitios que muestran una afinidad por cationes.

Figura 3. Sitios acidos, usando 1 M NaOH
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Los resultados arrojados por las pruebas de sitios activos basicos presentes en el carbon, nos dieron por resultado la
presencia de estos sitios lo que nos indica que existe una afinidad por aniones.

Figura 4. Sitios bdsicos, usando base 1 M HCL
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La curva de calibracion se hizo con el objeto de interpolar los resultados obtenidos de las muestras tomadas de los dias
3y5s.

Figura 5. Curva de calibracion
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Las mediciones realizadas en el tercer y quinto dia nos dieron por resultado una buena remocion del contaminante por
parte del sustrato Zeolita y una en menor cantidad por parte del sustrato Escoria metalirgica, lo que nos da un punto
clave en proximos estudios.

Cuadro 3. Resultados medicion al tercer dia. Cuadro 4. Resultados medicion al quinto dia

ppm blanco escoria zeolita ppm escoria zeolita
0.178 0.13 0.444 0.106 0.387
ppm curva 9.310604 6.69374 23.81239 ppm curva 5.385308 20.70487
66.9374
ppm reales 93.10604 (1:10)|  23.81239 g izl SELBE (sl 20.70487
% remocién 100% 28.10% 74.42% o s 2Rl 71.76%
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CONCLUSIONES

Indicar de Los humedales artificiales fueron construidos con éxito y como resultado obtuvimos un indice de remociéon
del contaminante emergente del 77.76% por parte de la Zeolita y un 42.26% (1:10) de remocion por parte de la escoria
metalirgica lo que nos da pauta para estudios posteriores afiadiendo otros elementos al humedal como son las plantas
y teniendo en cuenta que estos niveles de remocion pueden estar sujetos a cambios por los niveles de saturacion de los
sustratos.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE AISLADOS
BACTERIANOS DE GUANAJUATO.

Elizabeth Mendoza Bravo! y Juan Gualberto Colli Mull?.
RESUMEN

Una gran diversidad de rizobacterias, entre las cuales encontramos PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria),
las brindan efectos benéficos a las plantas en su desarrollo. El objetivo del proyecto, es explorar la diversidad de
rizobacterias y realizar pruebas bioquimicas y moleculares, para poder determinar los microrganismos que puedan
pertenecer al grupo de PGPR, y de este modo poder ser aprovechadas. Los andlisis se hicieron con aislados
provenientes del area natural protegida Xichu y Sierra de Lobos, Gto. Los analisis bioquimicos realizados fueron la
produccion de auxinas y la solubilizacion de fosfatos, los cuales nos mostraron 15 organismos positivos para ambas
pruebas. Posteriormente se realizaron analisis moleculares, de los cuales se llevaron a cabo las técnicas de PCR y
ARDRA, para obtener un dendograma con las relaciones filogenéticas, lo que muestra la relacion que existe entre los
microrganismos analizados.

ABSTRACT

A great diversity of rhizobacteria, among which we find PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), offer
beneficial effects to the plants in their development. The objective of the project is to explore the diversity of
rhizobacteria and to perform biochemical and molecular tests to determine the microorganisms that may belong to the
PGPR group and thus be exploited. The analyzes were made with isolates from the protected natural area xichu and
sierra de lobos, gto. The biochemical analyzes were the production of auxins and the solubilization of phosphates,
which showed us 15 positive organisms for both tests. Subsequently, molecular analyzes including PCR and ARDRA
techniques were performed to obtain a dendogram with phylogenetic relationships, which shows the relationship
between the analyzed microorganisms.

Palabras clave: PGPR, produccion de auxinas, solubilizacion de fosfatos, PCR, ARDRA.
INTRODUCCION

Los ecosistemas terrestres han sido, el sustento y abrigo de diferentes especies a lo largo del tiempo, formando una
gran diversidad, asociada también a las condiciones climaticas y topograficas (Elvira, 2006 y SEMARNAT, 2009;
Trucios et al, 2011). El estado de Guanajuato cuenta con condiciones naturales privilegiadas, como su localizacion,
relieve y clima, lo cual contribuye a presentar una gran diversidad bioldgica, la cual integra los ecosistemas, sostienen
su funcionamiento y contribuyendo a la variabilidad genética (CONABIO y IEE, 2015). En este estado se encuentran
la Sierra de Lobos, situada al norte de Ledn Gto., presenta clima templado subhiimedo con lluvias en verano, con
precipitacion media anual de 700 mm y temperatura media anual de 16- 18°C, con una vegetacion de bosque de encino,
encino-pino y matorral xer6filo (SEMARNAT, 2001; Vazquez et al, 2004). Dentro de este estado también se localiza
Xichu el cual, se encuentra dentro de sierra gorda, siendo un terreno montafioso, presenta un clima subtropical a
templado, una precipitacion de 617 mm anuales, temperatura media de 18°C, la flora esta integrada por bosque de
encino y pino, matorral y nopalera (INAFED, 2015).

El suelo cuenta con una gran diversidad de microorganismos, estos son un factor importante en la formacion del suelo
(Kloepper et al., 1978; Glick, 1995; Glick, 1999; Gomez et al, 2012). La rizésfera de las plantas es la zona con mayor
actividad microbiana, algunas bacterias habitan esta zona, las cuales son conocidas como rizobacterias (Walker et al,
2003; Angeles y Cruz, 2015). Las rizobacterias, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), proporcionan efectos
benéficos sobre el desarrollo de la planta y pueden afectar benéficamente su crecimiento (Dardanelli et al, 2011; Atieno
et al, 2012; Angeles y Cruz, 2015). Las PGPR participan en la transformacion de compuestos organicos y minerales,
e influyen en el contenido y la movilidad de los macro y microelementos, asi como en su balance y asimilacion por las
plantas (Morell y Hernandez, 2008; Soto et al, 2012); ayudan al desarrollo de las plantas (Wolfe y Klinomoros, 2005);
estimulan la germinacion de las semillas y el enraizamiento; y protegen a las plantas del estrés hidrico y abidtico
(Acuia et al, 2006; Soto et al, 2012); estas bacterias pueden contribuir en esas funciones de las plantas ya que (i)
producen o cambian la concentracion de reguladores de crecimiento (Arshad y Frankenberger, 1993; Ahmad et al,
2008), (ii) fijan asimbidticamente el N2 (Boddey y Dobereiner, 1995; Ahmad et al, 2008), (iii) presentan antagonismo
contra microorganismos fitopatégenos (Scher y Baker, 1982; Ahmad et al, 2008) o antibidticos (Shanahan et al., 1992)
(iv) solubilizan fosfatos minerales y otros nutrientes (De Freitas et al., 1997, Gaur, 1990; Ahmad et al, 2008). Por lo
cual el objetivo del presente proyecto, es explorar la diversidad microbiana del suelo y realizar pruebas bioquimicas y
moleculares, para poder determinar los microrganismos que puedan pertenecer al grupo de PGPR, y de este modo
poder ser aprovechadas.

METODOS Y MATERIALES

Se seleccionaron 32 aislados del cepario perteneciente al ITESI (Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato), otorgados
por el Dr. Juan Gualberto Colli Mull, de los cuales se tomaron 18 aislados provenientes de Xichu, Gto. pertenecientes
a la rizosfera de helechos (Ori 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18),originarios de Sierra de Lobos,
Gto., 6 de matorral (444, 445, 446, 447 448, 449) y 8 de pino (465, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475).

Reactivacion de los aislados.

Se inocularon 100 pL de las bacterias en medio liquido LB (Luria Bertani). Se incubaron a 37°C por 48 horas, con una
agitacion de 120 rpm. Posteriormente se tomaron 1.5 pL de medio LB inoculado, se centrifugo a 5000 rpm/ 5 min, se
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decanto, y se repitieron los tres pasos anteriores., se agregaron 500 pL PBS 1x, se centrifugo a 5000 rpm/ 5 min, se
decantd y se resuspendio la pastilla en 200 pl de PBS 1x.

Produccion de auxinas.

Las auxinas son fitohormonas que inducen el alargamiento y enraizamiento de las plantas, ya que promueven la
division celular (Franhenberger y Arshad, 1995; Castillo et al, 2007). Se prepar6é un medio liquido el cual contenia
glucosa, extracto de levadura, triptéfano y H,O0, en el cual se colocaron 10 uL de las muestras por cada 100 pL de
medio, se incubaron a 37 °C en un lugar obscuro por una semana. Para el revelado de las auxinas se agregd una
solucion de acido perclorico 35% y FeCl; (1:1).

Solubilizacion de fosfatos.

El fosforo (P) es un macronutriente fundamental para el crecimiento de las plantas. La mayoria de las reservas en el
suelo son insolubles (Kauwenbergh, 2010; Restrepo et al, 2015). Se elabord el medio Pikouskaya utilizando como
fuente de fosforo fosfato tricalsico (Ca3(P0,),), en el cual se colocaron 10uL de muestra y se incubaron a 37 °C.

Extraccion de ADN genémico.

La extraccion de ADN es un proceso por el cual hay una separacion del DNA de los demas elementos celulares. Los
pasos necesarios para una correcta extraccion y purificacion del ADN, son la lisis de las células, degradacion de la
fraccion proteica asociada al ADN vy la purificacion (Microbial, 2009). La extraccion de ADN se realizéo mediante la
técnica de lisis alcalina. Se tomaron 1.5 pL del medio LB inoculado, se centrifugo a 10000 rpm/ 3 min, para la
formacion de una pastilla. Se afiadio 300 pL de solucion de lisis (Buffer Tris HC1 pH8 1 M y Buffer EDTA 0.1 M) y
se resuspendio. Se agregd SDS al 1% y de nuevo se homogenizaron en tubos con perlas. Para realizar la digestion del
RNA se anadi6 1 pL de RNAasa al lisado celular, se mezclo y se incubo a 37°C por 10 min, se homogeneizo. Después
para la desnaturalizacion se afiadieron 200 pL de Acetato de sodio, se centrifugo a 10000 rpm/ 5 min, se recupero el
sobrenadante en un tubo nuevo. Se afiadié un volumen de fenol-cloroformo-isomilico (fenol 25 ml/ cloroformo 24 ml/
isomilico 1 ml). Se centrifugo a 10000 rpm/ 10 minutos, se colecto la parte organica y se coloco en otro tuvo. A lo que
se recuper6 se le agregaron 2 volumenes de Etanol absoluto, se centrifugo nuevamente a 12000 rpm durante 30 min,
se decantd, se aflade 1 ml de Etanol al 75%. Se volvié a centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos, se decanta. Se dejo
secar a temperatura ambiente por 10 minutos. Por tltimo se agregan 30 pL de agua Mili-Q, para la hidratacion de DNA
y se almacena a -20°C hasta su uso.

PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa, es una reaccion enzimatica amplifica millones de veces una secuencia de ADN
durante varios ciclos, con una enzima conocida como ADN polimerasa (Tamay et al, 2013).Para esta técnica cada tubo
Eppendorf de 1 ml debe contener una mezcla de 25 pL, los cuales son 2.5 uL. de Supermix (polimerasa, buffer, cofactor
MgCl,, DNTP’S), 1 uL de Oligo directo F27, 1 uL de Oligo reverso 1492, 1 uL de extraccion de ADN y 19.5 uL de
agua Mili-Q. Después los tubos se dejaron en un termociclador. Con el programa 16 bacteria, el cual consistio en 105
° C para calentar la tapa, 1 ciclo a 95°C para la desnaturalizacién inicial, 35 ciclos a 94°C, 53°C, 72°C y por ultimo
un ciclo a 72°C, para que la Taq termine de sintetizar todos los fragmentos, el proceso tiene una duracion de 3 horas y
media. Los productos fueron separados en una electroforesis de agarosa al 1%.

ARDRA.

El analisis de restriccion del DNA ribosomal 16S amplificado (ARDRA), es una técnica molecular basada en la prueba
de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion del gen 16S ribosomal amplificado (Mendoza et al,
2008). Para la restriccion cada tubo Eppendorf de 1.5 ml debe contener una mezcla de 20 pL, el cual contiene 10 uL
de producto de PCR, 0.3 uL de RSA I, 0.3 pL de Hind II, 2 pL de Buffer Tango 10x y 7.4 pL de agua Mili-Q. Se
incubaron a 37 °C por 3 horas, después de dejaron por 10 minutos a 65°C, para que la enzima dejara de cortar. Se
prepard gel de agarosa al 2.5 % con TAE 1X (base tris, acido acético y EDTA), por 3 horas a 90 Voltios.

RESULTADOS

El proyecto se comenzd con 33 aislados, dado que algunos aislados no crecieron en el medio LB, los analisis se
realizaron con 27 aislados, 14 de helechos (ori 2, 3,4, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18), 5 de matorral (444, 445,
446, 448, 449) y 8 de pino (465, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475). Con los cuales se realizaron las pruebas
bioquimicas y moleculares. En la tabla 1, se observan los resultados de la pruebas bioquimicas, en la cual se encuentran
15 organismos (55.55%) positivos para ambas pruebas, 11 microrganismos (40.74%) positivos solo para alguna de las
actividades y solo 1 (3.7%) negativo para ambas.

Tabla 1. Resultados de las pruebas de la produccion de auxinas (poco x, medio xx, mucho xxx, nada -) y de la
solubilizacion de fosfatos ).

# Bacteria. Positivo Negativo
444 Vx

445 V-

446 Vx

448 V-

449 Vx

465 V xx

469 vV x
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470 Vv x
471 Vx

472 v -

473 Vx

475 Vxx

479 v -

Ori 2 V-

Ori3 Vx

Ori 4 v -

Ori7 \/X

Ori 8 \/ X

Ori 10 v -
Ori 11 v -

Ori 12 vV x

Ori 13 v -

Ori 14 Vx

Ori 15 Vx

Ori 16 V xx

Ori 17 \/x

Ori 18 vV x

El gel de agarosa se observo en un transluminador con base de luz azul, del cual se obtuvieron iméagenes. Las fotografias
se leyeron con el programa llamado CLIQS 1D Pro. La finalidad del programa es detectar los carriles y las bandas,
dando como resultado un dendograma. En la figura 1 se observa el resultado de la digestion, en el cual se pueden
apreciar distintas bandas relacionadas con los fragmentos de DNA y su peso molecular, algunas bandas son menos
visibles, puesto que no fueron digeridas correctamente. En cuanto a la figura 2 se muestra la relacion filogenética que
existe entre los aislados.

I L ,..”'H‘% i TR L]

Figura 1. Analisis de restriccion en gel agarosa al 2.5%.
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Figura 2. Analisis de restriccion representa en dendograma.
CONCLUSIONES

Los analisis bioquimicos son técnicas muy utiles e importantes, ya que nos ayudaron a determinar las posibles PGPR.
Con base en los analisis hay 15 (55.55%), los cuales fueron positivos para la produccion de auxinas y la solubilizacion
de fosfato, aunque 11 (40.74%) fue positiva para alguna de las actividades y solo el 1 (3.7%) fue negativo para ambas.
Lo cual refleja que los lugares de donde provienen los aislados son lugares con abundantes PGPR.

Las técnicas moleculares como el PCR y el ARDRA, son técnicas muy ttiles e importantes, ya que por medio de estas
podemos ver la relacion filogenética y ser mostrado en un dendograma.
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RESUMEN

En el presente estudio fueron sintetizadas jarositas de sodio-plata por el método hidrotermal en presencia de diferentes
concentraciones de Cu y Zn. Para la caracterizacion de los precipitados obtenidos, se utilizaron diferentes técnicas
instrumentales como espectroscopia de absorcion atomica (EAA), difraccion de rayos X (DRX), fluorescencia de rayos
X (FRX) para conocer su composicion quimica; y microscopia electronica de barrido con microanalisis de energia
dispersiva de rayos X (MEB-EDS) para analizar su morfologia. Con los resultados obtenidos fueron calculadas las
formulas estequiométricas aproximadas de las jarositas sintetizadas. Los resultados de MEB indican que todos los
precipitados obtenidos estan conformados por particulas con tendencia esférica con un estructura cristalina compacta,
siendo estas caracteristicas deseables para la realizacion de estudios de cinética quimica heterogénea.

ABSTRACT

In the present study were synthesized sodium-silver jarosites by the hydrothermal method in the presence of several
Cu and Zn concentrations. For the characterization of the obtained solids were used different instrumentals methods
such as atomic absorption spectroscopy (AAS), X-ray diffraction (XRF), X-ray fluorescence (XRF) to know its
chemical composition; and scanning electron microscopy with an energy dispersive X-ray analysis (SEM-EDS)for
morphology analysis. With the results the approximate chemical formulae of the obtained jarosites were calculated.
Results of SEM indicates that all of the obtained precipitates are formed by spherical-shaped particles with a compact
crystalline structure, being those desirable properties for developing of a heterogeneous chemical kinetic studies.

Palabras clave: Jarosita, Caracterizacion, Sintesis.

INTRODUCCION
La primera referencia en la literatura cientifica a la jarosita procede del prestigioso mineralogista sajon Johann
Friederich August Breithaupt. (Breithaupt, 1852) Fue descubierta en 1852 en un barranco localizado en Espaifia,
llamado “El Jaroso”, un paraje situado en sierra Almagrera (Almeria), que es precisamente la localidad tipo de este
mineral a nivel mundial. Tiene un color amarillo-pardo y es un mineral poco considerado por los coleccionistas porque
su forma mas frecuente es que se presente en masas granulares, pulverulento oterroso.

El grupo de minerales tipo jarosita pertenece al grupo de minerales tipo alunita que este a su vez pertenece al
supergrupo de las alunitas, cuya formula general de este Gltimo es: MY3(Z04)2(OH)s, donde M = Na*, K¥, Ag", Rb",
H;O", TI", NH,*% Y4 Hg 2" Pb ;5 Y =Fe , Al , CY', Cd*, Zn?} y Z% S(VI), Cr(VI), As(V), o P(V) (Jambor, 1999).

La precipitacion de jarositas es un medio conveniente de remocion de hierro no deseado, iones metalicos y iones sulfato
de soluciones de procesamiento hidrometalurgicas, principalmente en la obtencion de zinc. Uno de los avances de este
tipo de precipitacion es la relativa facilidad de filtracion de la jarosita resultante (Dutrizac 1982). La obtencion de un
material tipo jarosita tiene lugar mediante el calentamiento de las disoluciones de lixiviacion en presencia de agentes
complejantes como FeSO4. Bajo estas condiciones, se obtiene un precipitado cristalino con elevada densidad mas facil
de decantar y filtrar (Arregui, 1979).

La produccion mundial de zinc involucra la generacion de grandes cantidades de compuestos tipo jarosita (jarosita de
amonio y jarosita de sodio principalmente debido al bajo costo de las sales) para el control de hierro, los cuales son
enviados a los depositos de residuos. Los residuos acumulados causan serios problemas ambientales por el incremento
en masa de residuos de hierro y la presencia de elementos toxicos. Al mismo tiempo, existen cantidades importantes
de valores econémicos en los residuos (principalmente plata). Consecuentemente, por la reduccion del grado de estos
valores metalicos en las minas, la recuperacion de metales de los residuos ha sido desarrollada en la industria del zinc



para reducir problemas ambientales y al mismo tiempo crear un nuevo recurso (Lutandala y Maloba, 2012). Por esta
razén se han encaminado esfuerzos de investigacion para desarrollar procesos para tratar residuos de la industria
hidrometalurgica del zinc, destacando en algunos casos el reaprovechamiento de compuestos tipo jarosita. La finalidad
del presente estudio es poder sintetizar y caracterizar compuestos tipo jarosita de sodio (principal élcali utilizado en la
precipitacion de jarositas a nivel industrial) con sustituciones de elementos con valor econdmico presentes
comunmente en residuos producto de la actividad hidrometalurgica, como lo es la plata, el zinc y el cobre. Los
compuestos obtenidos seran utiles para un estudio de cinética quimica heterogénea que permitira obtener las
condiciones para una recuperacion eficiente de metales con valor econdmico de residuos metalurgicos.

METODOLOGIA
Reactivos y solventes
Para la sintesis de los compuestos tipo jarosita son utilizados los siguientes reactivos: nitrato de plata, sulfato de hierro
n-hidratado, sulfato de sodio anhidro, nitrato cuprico, nitrato de zinc, acido clorhidrico; todos en grado reactivo. Para
el analisis quimico son utilizados estandares de Fe, Na, Cuy Zn de PerkinElmer Pure. Todos los experimentos fueron
realizados con agua ultrapura desionizada con una resistividad de = 18.0 MQ cm.

Sintesis y caracterizacién de los compuestos tipo Jarosita

Las muestras de las jarositas de Ag-Na-Fe, Ag-Na-Fe-Zn, Ag-Na-Fe-Cu, Ag-Na-Fe-Zn-Cu, fueron sintetizadas de
acuerdo a un método similar descrito por Dutrizac, y col. (1987). En medio litro de solucion fue puesta una mezcla
controlada de Fex(SO4); nH,O/M,S04/Y(NO3), nH,0 /H,SOsdonde M = Na*o Ag” y Y = Cu?" o Zn**, de acuerdo a
la Tabla 1. La solucion fue colocada en un reactor de vidrio forrado con aluminio para evitar la precipitacion de la
plata con la luz y con un condensador de espiral acoplado sobre una parrilla de calentamiento con control automatico
de temperatura (Super-Nuova/Barnstead-Thermoline) y agitacion mecanica con una propela de cuatro aspas. La
solucion fue mantenida a temperatura constante de 93.0 °C (366.0 K) y ajustando el pH para cada solucién entre 1.2 y
1.6, ya que este es el pH 6ptimo de precipitacion, con una velocidad de agitacion de 400 min~! por 18 h para cada
sintesis. El precipitado obtenido fue filtrado y lavado varias veces con agua desionizada para eliminar el exceso de Fe
y secado en una estufa por 24 h. El arreglo del equipo utilizado es mostrado en la Figural.

Equipo utilizado:

1. Parrilla de calentamiento con
agitacion magnética

Reactor de vidrio de 1L .
Tubo refrigerante

Motor de agitacion

Sensor de temperatura de la
parrilla

6. Propela de agitacion

R W

Figura 1. Esquema del arreglo de equipo utilizado para la sintesis de la jarosita de sodio-plata con
incorporaciones de cobre y zinc.

Para el analisis quimico fue necesario disolver una muestra de cada sintesis obtenida (0.05 g) en una solucion de 1:1
de agua-acido clorhidrico concentrado. La solucion fue mantenida en una parrilla con un calentamiento de 80°C (423°
K) hasta que no se observaron productos solidos. Esta solucion fue llevada a un volumen de 50 mL y el analisis se
realizd mediante un espectrofotometro de absorcion atomica (PerkinElmer PinAAcle 500), utilizando la técnica de
flama para la determinaciéon Ag, Fe, Na, Zn y Cu. Los productos obtenidos también fueron analizado por difraccion y
fluorescencia de rayos X, (D8 ADVANCE BRUKER y S2 PUMA BRUKER respectivamente) utilizando el software



DIFFRAC.EVA V4.2.1 para determinar la composicién mineraldgica. La morfologia de los s6lidos fue examinada con
un microscopio electronico de barrido MEB (JEOL JSM-6610LV).

RESULTADOS Y DISCUSION
Sintesis y analisis quimico
Enla Tabla 1 se presentan las condiciones iniciales de reaccion y los resultados del analisis quimico elemental de cada
jarosita de sodio-plata sintetizada. Todos los elementos se determinaron por FRX yEAA. Aunque el contenido de Ag
en cada compuesto es posible determinarlo por EAA, se considerd el resultado obtenido por FRX dado que existe la
precipitacion de Ag como AgCl en la disolucion de la muestra, lo que puede a llevar a resultados erraticos por EAA.

Tabla 1. Condiciones de sintesis de Na-Ag jarosita y resultado de analisis quimico

Condiciones iniciales (mol L") Analisis elemental (wt.%)

Sintesis AgNO; Fex(SOs); NaSOs Zn(NOs), Cu(NO3), Ag Fe®* Na°® zZn® Cu S/SO,"
S1 0.035 0.3 0.2 - - 3.85 33.84 39 - - 13.48/40.44
S2 0.035 0.2 0.3 0.2 - 3.70 3224 39 19 - 1431/42.93
S3 0.035 0.2 0.3 - 0.2 3.81 3263 39 - 6.72 13.35/40.05
S4 0.035 0.15 0.3 0.15 0.1 3.59 31.61 39 3.5 6.28 13.00/39.00

Determinado por: *FRX, PEAA

Todos los solidos obtenidos exhiben un color amarillo-pardo el cual es tipico en los compuestos tipo jarosita naturales
y sintéticos. Las féormulas aproximadas presentadas en la Tabla 2 fueron obtenidas de los resultados del analisis
elemental y considerando las relaciones molares Na+ Ag=1,Fe+Zn+ Cu=3yOH=1+3Fe+ 2Zn + 2Cu — 2(S04).
Asi mismo en la Tabla 2 se presentan los rendimientos de cada una delas sintesisrealizadas.

Tabla 2. Formulas aproximadas de las jarositas de sodio-plata sintetizadas

Sintesis Férmula aproximada Rendimiento (g)
S1 (Nao.g2 Ago.18)Fe2.93(SO4)2.04(OH)s 75 26.34
S2 (Nao.s3 Ago.17)Fe2.98Zn0.02(SO4)2.16(OH)s.66 18.86
S3 (Nao.s3 Ago.17)Fe2.838Cu0.12(SO4)2(OH)s 53 18.51
S4 (Nao.gs Ago.16)Fe220Cuo4sZno26(S04)1.96(OH)s 37 15.84

FRX

En los resultados de fluorescencia de rayos X (S2 PUMA BRUKER), se obtuvo como resultado un espectro (Figura
2). Por ejemplo para S4 se puede observar los picos caracteristicos de elementos que conforman la jarosita de sodio-
plata sintetizada: Ag, Fe, Zn y Cu. Los espectros para las sintesis S1, S2 y S3 presentan un comportamiento similar.
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Figura 2. Espectro de fluorescencia de rayos x (S4)

MEB

Las jarositas de sodio-plata sintetizadas fueron analizadas por la técnica de microscopia electronica de barrido,
utilizando un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6610LYV con el objetivo de estudiar las morfologias y la
distribucion de tamaio de particula de las jarositas. La Figura 2a corresponde a una imagen general de las particulas
de la jarosita de sodio y plata sintetizada, donde es posible apreciar la distribucion de tamafios de particula con un
tamafio de entre (10 - 60 pm) de didmetro. También es posible observar que las particulas tienen una geometria con
una tendencia esférica. En la figura 2b se puede observar una imagena detalle de una particula de jarosita sintetizada,
constituida por microcristales de tipo romboédrico con textura euhedral. También se muestra el espectro de EDS
revelando los picos caracteristicos que conforman las especies en las jarositas de sodio-plata por lo cual junto con los
resultados obtenidos por difraccion de rayos X, se confirma que el producto sintetizado es jarosita de sodio y plata.
Todas las sintesis mostraron un comportamiento similar.

10 12

& 8
Energy (keV)

Figura 3. Imagenes de MEB: (a) imagen general de tamanos de particula de la jarosita de plata (s4); (b) detalle
de una particula con tendencia esférica de la jarosita de plata sintetizada, constituida por microcristales de
tipo romboédrico con textura euhedral. SEM.; (c); Espectro de EDS obtenido de la jarosita de sodio- plata
(S1).

DRX

La Figura 4 muestra los patrones de difraccion correspondientes a las 4 sintesis realizadas, las cuales fueron
identificadas como compuestos tipo jarosita. La base de datos utilizada para comparar los patrones obtenidos fue la
International Center for Diffraction Data Powder- Powder Diffraction Files utilizando el software DIFFRAC.EVA
V4.2.1. De acuerdo a esta base de datos, S1, S2, S3 y S4 son soluciones solidas entre la jarosita de sodio
NaFe3(S04)2(OH)s (PDF: 00-036-0425) y la jarosita de plata AgFe3;(SO4)2(OH)s (PDF: 00.025-1327). En la figura 4



es posible observar por medio de un acercamiento realizado a las principales sefiales de difraccion de S3 la presencia
de una solucion solida. El ligero desplazamiento entre los patrones de la jarosita de sodio y la jarosita de plata indican
una solucion solida en vez de una mezcla de dos fases distintas, ya que en el caso de una mezcla, diferentes grupos de
picos de cada fase estarian presentes; y la intensidad de estos picos seria funcion de la fraccion presente de cada fase
en la mezcla. La ausencia de picos sin identificar indica que no hay otras fases cristalinas a niveles detectables en cada
una de las sintesis realizadas.

Sy - S3 —— PDF 00-025-1327
-7 AgFe;(S0,),(0H)s
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Figura 4. Patrones de difraccion obtenidos de las jarositas de sodio-plata (S1- S4)
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CONCLUSIONES
Se logro realizar satisfactoriamente la sintesis y caracterizacion de las jarositas de sodio-plata con sustituciones de
cobre y zinc. La geometria esférica y estructura compacta de las particulas que conforman los compuestos tipo jarosita
obtenidos son condiciones deseables en un estudio de cinética quimica heterogénea. Este estudio permitira encontrar
el modelo cinético y etapa controlante que describa el proceso de disolucion de los compuestos tipo jarosita en medio
H»SO4 y NaOH para poder obtener una recuperacion eficiente de plata de los residuos producto de la industria
hidrometalurgica.
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PARTICIPACION DE LACASAS Y OXIDASAS SOBRE LA BIODEGRADACION DE
COLORANTES TEXTILES.

Martinez Martinez, L.A.! y Cervantes Gonzalez, E.?2

RESUMEN

Este estudio reporta el monitoreo de la produccion de enzimas durante la biodegradacion aerobia de los colorantes
rojo congo y rojo de metilo, ambos de tipo azo utilizados en la industria textil. La biodegradacion se llevo cabo a
través de dos consorcios previamente aislados; uno procedente de la pluma de pollo y el otro de una planta tratadora
de agua residual. El proceso de biodegradacion se llevd a cabo en sistemas en lote utilizando cada colorante a 50
mg/L, los resultados mostraron que el consorcio de la planta de tratamiento decolord en un 95% el colorante rojo de
metilo en 24 h, mientras que el rojo congo se decolord en un 90% en 48 h con el consorcio procedente de pluma.
Las actividades de PPO y LiP aparentemente tienen una intervencion durante la biodegradacion de ambos colorantes,
ya que su actividad se vio incrementada.

ABSTRACT

This study reports the monitoring of enzymes production during aerobic biodegradation of dyes, congo red and
methyl red, both azo type used in the textile industry. The biodegradation was conducted through two consortia
previously isolated; one from the chicken feathers and the other of a residual water treatment plant. The
biodegradation process was carried out in batch systems using each dye to 50 mg/L, The results showed that the
consortium from treatment plant decolorized 95% the methyl red in 24 h, while the congo red was decolorized 48%
in 90 h using the consortium from chicken feathers. The activities of PPO and LiP apparently have an intervention
during the biodegradation of both dyes, due to its activity is increased.

Palabras Clave: Biodegradacion aerobia, colorantes azo, consorcio microbiano.

INTRODUCCION

Los colorantes azoicos, se caracterizan por la presencia de uno o mas grupos azo (-N = N-) (Waghmode et al., 2011).
Cada ano se fabrican 7 x105 toneladas de colorantes azoicos, estos tintes son utilizados en diferentes industrias
debido a su alta estabilidad, bajo costo y su amplia gama de colores. De estos, 2.8x105 toneladas son descargados
anualmente en todo el mundo por industrias principalmente textiles a los efluentes mas cercanos, provocando efectos
nocivos a los ecosistemas (Singh et al., 2015). La caracteristica comtn de los colorantes sintéticos es su baja
degradabilidad. Por ello, la decoloracion de las aguas residuales coloreadas es importante, no solo por el efecto de
color, sino también porque se cree que muchos tintes son toxicos y carcindgenos (Kariminiaae et al., 2007). Cabe
mencionar que el indicador mas visible de la contaminacion del agua se debe en gran parte a los residuos obtenidos
en industrias textiles ya que algunos de sus colorantes son visibles en concentraciones tan bajas como 0.005 mg/1
(Singh et al., 2015). Por lo tanto, los efluentes industriales que contienen tinte azoico deben ser tratados antes de ser
descargados al medio ambiente, existiendo una necesidad urgente de métodos técnicamente viables y rentables (Li et
al., 2013). Existen métodos fisicos y quimicos que se utilizan en procesos de degradacion de colorantes; los primeros
implican el uso de adsorbentes como el carbéon activado y la zeolita; coagulantes y técnicas de filtracion. Sin
embargo, las limitantes de estos métodos se presentan en la eliminacién de los adsorbentes sdlidos después del
tratamiento, puesto que contienen residuos toxicos en su superficie (Imran et al., 2015; Jafari, et al., 2014). Por otro
lado, el uso de métodos quimicos como la ozonacion, oxidacion de Fenton, oxidacion electroquimica, oxidacion
quimica por ultrasonidos e irradiacion tiene una aplicacion limitada en el tratamiento de aguas residuales coloreadas
debido al alto costo de la radiacion, la electricidad y el ozono (Imran et al., 2015; Singh et al., 2015; Jafari, et al.,
2014). Pero en el escenario actual los métodos de tratamiento bioldgico son los mas adecuados y ampliamente
utilizados debido a su rentabilidad, capacidad de producir menos lodo y naturaleza ecoldgica. Diferentes grupos
taxonomicos tales como bacterias, hongos, levaduras y algas son capaces de degradar los colorantes azo en
condiciones anaerobias y aerobias (Singh et al., 2015; Jafari, et al.2014; Senan et al., 2004), Sin embargo, a
excepcion de las bacterias, muchos microorganismos tienen algunas desventajas, incluyendo un pH bajo requerido
para una biodegradacion 6ptima o un largo periodo de tiempo para una decoloracion completa (Ng et al., 2014).

Mnstituto Tecnolégico Superior de Irapuato, Carretera Irapuato - Silao km 12.5 Colonia El Copal, C.P. 36821,
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Como producto del rompimiento del enlace azo se forman aminas incoloras potencialmente toxicas, mutagénicas y
carcinogénicas (Khan et al., 2013). Una combinacion de procesos aerdbicos y anaerobicos, resultan en productos no
toxicos, dando asi un enfoque potencial para las aguas residuales contaminadas con colorante azo. El Rojo congo
(RC), es un colorante azoico toxico y carcinogeno, recalcitrante y contaminante en la industria textil (figura 1).
Varios estudios han reportado que Bacillus y Pseudomonas degradan RC en concentraciones de 100 a 3000 mg/l en
50 y 100 h, respectivamente (Ng et al., 2014); mientras, que el rojo de metilo (RM) es derivado de azobenceno con
dos anillos de fenilo separados por un grupo azo (figura 2); considerandose un colorante mutagénico en la naturaleza.
En investigaciones anteriores se estudio la decoloraciéon del RM bajo condiciones de agitacion por la levadura
Sphingomonas paucimobilis, y se observé que el 99.63% del RM se decolord de una concentracion de 750 mg/l en
10 h. Del mismo modo, otra cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae MTCC 463 decoloro eficazmente 100 mg /1
de RM en 17 min con una biomasa celular inicial de 20 g/L y en presencia de glucosa al 5%. En comparacion, la
bacteria Enterobacter agglomerans con una biomasa 1 g/L fue capaz de decolorar completamente 100 mg/L RM en
un tiempo de 6 h de incubacion (Zhao et al., 2014).
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Figura 1 Estructura del colorante rojo congo. Figura 2 Estructura del colorante rojo de metilo.

El presente estudio reporta el monitoreo de la produccion de enzimas durante la biodegradacion de los colorantes RC
y RM, ambos de tipo azo, a través del uso de consorcios previamente aislados de la pluma de pollo y de una planta
tratadora de agua residual

METODOS Y MATERIALES

Colorantes. Los colorantes utilizados en este estudio fueron RM (Hycel de México) tal colorante pertenece a la
especie mono-azo con una maxima longitud de onda de 430 nm. El colorante RC (Hycel de México) de la especie di-
azo con una maxima longitud de onda de 492 nm .

Microorganismos utilizados. Se trabajo con dos consorcios microbianos previamente aislados, uno con
caracteristicas queratinolitico procedente de pluma de pollo y otro aislado de una planta de tratamiento de agua
residual (PTAR), ambos consorcios se cultivaron en caldo nutritivo a 30°C en condiciones aerobias, el cultivo
queratinolitico se utilizé en la degradacion del colorante RC, mientras que el consorcio PTAR se utilizé para la
degradacion del colorante RM.

Ensayo cualitativo de decoloracion. Se realizé un primer ensayo en botellas serologicas con 25 ml de medio mineral
(MM) y 0.2 mL de inoculo, en donde se le adicion6 el colorante en una concentracién de 50 mg/L como tnica fuente
de carbono, éste se incubd a 25°C durante 7 dias. El MM se prepar6 en g/L: KNOs (0.3), FeCl; (0.02), MgSO,7H,0
(0.2), CaCl, (0.1), KoHPO4 (1).

Ensayo de decoloracion con fuente adicional de carbono. Los sistemas se prepararon con 100 mL de MM descrito
anteriormente, enriquecido con peptona de caseina al 1% como fuente de carbono adicional y 0.5 mL de inoculo,
estos se incubaron a 35°C. El sistema RM se monitoreo cada 3 h durante un total de 27 h, mientras que el sistema
con RC cada 6 h durante 60 h, en estos tiempos se tomaron alicuotas, las cuales se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 5 min, los sobrenadantes fueron analizados en cuanto a su decoloracién y sus actividades enzimaticas. La
decoloracion se midié espectrofotométricamente, se utilizo un espectro UV-visible (Genesys 10s Thermo Scientific)
ajustando un intervalo de lectura de 200 nm a 900 nm, detectando la maxima absorbancia a 424 nm para el RM y

492 nm para RC. El porcentaje de decolora i6n se calculd con la ecuacion 1.

% de decoloracion = —Absin;;ig,l_.A_—bjfinal x100 (1)
Ensayo enzimatico La actividad lacasa se determind espectrofotométricamente mediante la oxidacion de ABTS
[2,2’-azinobis (3-etilbenzatiazolina-6-acido sulfonico)], la reacciéon se realizé con 0.5 ml de solucion buffer de
acetato de sodio (pH 5) 100 mM que contenia el ABTS en una concentracion de 0.5 mM, la actividad enzimatica se
determiné midiendo la absorbancia a 420 nm después de un periodo de incubacion de 30 min a 30°C. Las
mediciones se realizaron con un blanco preparado con los componentes de la reaccion a la misma concentracion sin
incubacién. El coeficiente de extincion del ABTS es de 36000 M'ecm™ .una unidad de lacasa se define como la
cantidad de enzima requerida para transformar un pM de ABTS por min. La determinacion de la actividad
enzimatica Mn peroxidasa (MnP) se realizd6 a 25°C con un periodo de incubaciéon de 30 min midiendo
espectrofotométricamente la formacion del complejo malonato—manganico dependiente del peroxido a 270 nm. La
mezcla de reaccion consistio en 0.5 mL de soluciéon malonato (0.1M de malonato de sodio y 0.1 M de sulfato
manganoso), 0.1 mL de sobrenadante enzimatico crudo, la reacciéon comenzo6 cuando se le agrego 0.5 mL de H,0,
0.1M .Se utilizé un coeficiente de extincion de 11590 M"'cm™. Una unidad de Mn P se define como la cantidad de
enzima requerida para la transformacion un uM de malonato por min. La determinacion de lignin peroxidasa (LiP) se
llevo a cabo en una mezcla de reaccion que contenia 1.34 mL de solucion buffer acido citrico /citrato de sodio pH
4.4, 1 mL del extracto enzimatico crudo previamente centrifugado, 0.33 mL de H,0, al 30% y 0.33 mL de alcohol
veratrilico 2mM, la lectura se realizé a una longitud de onda de 310 nm. La actividad enzimatica se calculé con un
coeficiente de extincién de 9300 M'em™. Una unidad de Li P se define como la cantidad de enzima requerida para la
oxidacion de pM de alcohol veratrilico por min. La cuantificacion de polifenol oxidasa (PPO) se llevo acabo
utilizando 1.5 mL de extracto acuoso previamente centrifugado, 0.5 mL de catecol 0.2M disuelto en una solucion
tampon de fosfato 0.01M, pH 6.32. La actividad se monitoreo después de 120 min de incubacion a 25°C mediante la
dimerizacion de 1,2-hidroxibenceno a benzoquinona a una longitud de onda de 420 nm con un coeficiente de
extincion molar de 1300 M'em™. Una unidad de PPO se define como un la cantidad de enzima requerida para la
transformacion de un uM de 1,2-hidroxibencenodimerizado/min.

RESULTADOS

Como se menciond en la metodologia, se realizo un primer estudio cualitativo utilizando MM y el colorante como
unica fuente de carbono. La decoloracion no fue evidente de forma cualitativa durante los siete dias evaluados,
posiblemente debido a la incapacidad de los microorganismos de degradar el sustrato como Unica fuente de carbono.
De acuerdo a Senan et al., (2004), la biodegradacion de los colorantes sin ningun suplemento es muy dificil, sélo
aquellos microorganismos que son capaces de romper los enlaces azo, pueden utilizar las aminas aromaticas como
fuente de carbono y energia para su crecimiento, algunos otros requieren fuentes adicionales de carbono para co-
metabolizar el colorante. De tal manera se procedid a suplementar el medio con peptona de caseina y la
decoloracion fue monitoreada mediante el analisis espectrofotométrico UV-Vis, la Figura 3 muestra el espectro del
proceso de decoloracion del RM durante 27 h de monitoreo, como pude observarse, la maxima absorbancia detectada
a 424 nm disminuy¢ hasta alcanzar una maxima decoloracion de 95% en 24 h de incubacién (Tabla 1), mostrando la
mayor decoloracion en el intervalo de 9 h al2 h. Ademas, se observa una disminucion en la sefial de la region
ultravioleta causada posiblemente a la biodegradacion de estructuras aromaticas, quienes absorben en esta region.
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Figura 3. Espectro UV-visible durante el proceso de decoloracion de RM

La Figura 4 muestra el proceso de decoloracion de RC en el intervalo de 0-60 h de incubacidn, se puede apreciar una
disminucién considerable del pico de absorbancia en 484 nm después de 12h de ser inoculado, mostrando después de
las 48 h de incubacién la méaxima decoloracion (Tabla 2). De la misma forma que el RM, aparentemente existe
biodegradacion de compuestos que absorben en la region ultravioleta. La eliminacion aer6bica de colorantes azoicos
por bacterias y hongos, particularmente por hongos de la pudricion blanca, estd mediada en su mayor parte por una
variedad de enzimas oxidativas tales como MnP, lacasas y LiP, logrando hasta una eliminacion completa. En el
presente estudio, las actividades enzimaticas monitoreadas durante la biodegradacion de RM mostraron diferentes
comportamientos; se mostréo una constante actividad de MnP, manteniéndose alrededor de 4 U/mL (Figura 5);
mientras que la enzima lacasa presentd una tendencia a disminuir de 0.35 U/mL a 0.005 (Figura 6). Estos resultados
indican una muy baja participacion de estas enzimas durante el proceso de biodegradacion, mientras que las
actividades de PPO y LiP aparentemente tienen una intervencion durante la biodegradacion ya que su actividad se
vio incrementada; PPO de 2 a 6 U/mL en 27 h (Figura 7), en tanto LiP de 390 a 460 U/mL también en un tiempo de
27 h (Figura 8). Es importante resaltar que estas enzimas se han reportado en la degradacién de colorantes como el
RM, tal es el caso de Zhao et al (2004), quienes reportan la degradaciéon de RM utilizando una cepa del hongo
Trametes villosa, destacando la participacion de la lacasa en la intervencion para modificar moléculas de colorantes
azo, destruyendo su estructura cromofora. Asi mismo la actividad de LiP ha sido detectada en lodos de una planta de
tratamiento de aguas residuales mostrando alta eficiencia en el tratamiento de efluentes textiles (Alam et al., 2009).
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Figura 4. Espectro UV-Vis durante el proceso de decoloracion de RC.

La actividad de PPO al igual que las enzimas anteriores ha sido reportada en la biodegradacion de colorantes, Jadhav
et al. (2011), reportaron la degradacion de rojo directo 5B y azul directo GGL utilizando PPO purificada de pulpa de
banana, encontrando resultados de 90 % de decoloracion de rojo directo 5B durante las ‘primeras 48 h y de hasta un
85% de azul directo GGL en 90 h.
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Respecto a la degradacion del RC, se observa que la actividad enzimatica de PPO se expresé durante el proceso
mostrando un incremento de 2 a 6 U/mL (Figura 8), lo cual indica su posible participacion; por otro lado, la actividad
de MnP se mantuvo practicamente constante durante el proceso (3 a 4 U/mL), con excepcion a las 30 h, donde
disminuy6 por situaciones no explicadas (Figura 9). La degradacion del colorante RC ha sido reportada utilizando
una cepa de Shewanella xiamenensis BCOlen un sistema con concentraciones de 0- SmM MnSQ, para la induccion
de MnP demostrando que el porcentaje de actividad relativa se favorecioé hasta en 211.8% en las primeras 4 h al
adicionar 5SmM de MnSO,, demostrando su participacion en la decoloracion de RC después 24h de incubacion (Ng et
al., 2013).
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Figura 8. Actividad enzimatica de PPO durante el Figura 9. Actividad enzimatica de MnP durante el
proceso de biodegradacion de RC proceso de biodegradacion de RC.
CONCLUSIONES

Se demostro la capacidad de biodegradar en condiciones aerobias los colorantes azoicos RM y RC cada colorante a
50 mg/L, utilizando dos consorcios previamente aislados de una planta tratadora de agua residuales y de la pluma de
pollo, el consorcio PTAR mostro una eficiente decoloracion de 95 % para RM después de 24 h de incubacion,
mientras que el consorcio aislado de la pluma de pollo decoloro un 90 % de RC en 48 h. El analisis enzimatico del
medio inoculado con PTAR indico la participacion de la LiP y PPO en la biodegradacion del RM, mientras que la
MnP permanecié constante durante el proceso de decoloracién. En ambos colorantes se observé una disminucion en
la sefial de la region ultravioleta causada posiblemente por la biodegradacion de estructuras aromaticas, quienes
absorben en esta region. Ademas, la actividad de PPO mostr6 un incremento en la decoloracion del RC indicando su
posible participacion en el proceso de biodegradacion.
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REPTILES EN LA CUENCA BAJA DEL RiO TEMASCATIO

Maria Fernanda Rodriguez-Gutiérrezl, Adrian Leyte-Manrique2 Maria Azucena Marquez Lucio® y
Francisco Alejo Iturvide®

RESUMEN

En Guanajuato los estudios microbioldgicos enfocados en reptiles son inexistentes, por tanto en el presente trabajo se
planted caracterizar la microflora bacteriana en la comunidad de reptiles de la Cuenca Baja del Rio Temascatio. Se
tomaron muestras de cavidad oral y cloacal para la identificacion de bacterias entéricas, mismas que fueron
determinadas por medio de pruebas bioquimicas. Se registr6 un total de 12 organismos de seis especies de reptiles las
cuales fueron: Kinosternon hirtipes, Aspidoscelis gularis, Sceloporus horridus, Thampnophis cyrtopsis, Leptophis
diplotropis y Crotalus aquilus. El total de aislados bacterianos fue 64, de estos el 37.5% se identific a nivel de especie.
Las enterobacterias predominantes fueron: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhimurium, todas
pertenecientes a la familia Enterobactereaceae.

ABSTRACT

In Guanajuato microbiological studies focused on reptiles are non-existent. Therefore, in the present work, it was
proposed to characterize the bacterial microflora in the reptile’s community of the Cuenca Baja del Rio Temascatio.
Oral and cloacal cavity samples were taken for the identification of enterobic bacteria, which were determined by
biochemical tests. Was registered a total of 12 organisms from 6 reptile species; wich were: Kinosternon hirtipes,
Aspidoscelis gularis, Sceloporus horridus, Thampnophis cyrtopsis, Leptophis diplotropis y Crotalus aquilus. The total
bacterial isolates were 64, from this 37.5% was identified to species level. The predominant bacterias were: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae 'y Salmonella typhimurium, All these belonging to the Enterobacteriaceae family.

Palabras clave: microbiologia, Enterobactereaceae, reptiles, Temascatio, Guanajuato.
INTRODUCCION

Los acelerados cambios en el ambiente derivados de las actividades antropogénicas han ocasionado que muchas
especies silvestres entre las que se encuentran los reptiles sufran un deterioro tanto en su habitat como en su estado de
salud, ocasionado por el contacto con residuos biolégicos humanos y/o de actividades de ganaderia y pastoreo (Vitt y
Cadlwell, 2014; Ramirez-Bautista et al, 2009, 2016). El ganado y otros animales de pastoreo pueden contener muchos
microorganismos potencialmente enteropatogenos que pueden ser transmitidos a los reptiles de vida silvestre y éstos
a su vez retransmitirlos a otros organismos.

En Guanajuato existen 43 especies de reptiles (Flores-Villela y Garcia-Vazquez, 2014; Leyte-Manrique et al., 2016),
de las cuales 27 estan registradas para la Cuenca Alta del Rio Temascatio zona contigua al drea de estudio del presente
trabajo (Instituto de Ecologia de Guanajuato, 2017). Por otro lado cabe mencionar que la Cuenca Baja del Rio
Temascatio carece de estudios acerca de aspectos biologicos y ecologicos, en el caso de la microflora asociada a la
comunidad de reptiles su conocimiento es nulo. En este sentido, son de particular interés las bacterias entéricas, ya que
se consideran indicadores de calidad sanitaria no solo de los propios organismos que los contienen sino también de las
fuentes de alimentacion y su habitat en general.

De forma natural muchos microorganismos entéricos forman parte de la microflora normal de los reptiles en todo el
tracto digestivo, sin que éstos les ocasionen ninglin dafio. Sin embargo, cuando se rompe el equilibrio y son sometidos
a alguna condicion de estrés, muchos de estos microorganismos pueden ocasionarles diferentes enfermedades, ademas
brindan la oportunidad a patégenos oportunistas que provoquen infecciones secundarias. Entre los principales
microorganismos entéricos que se han reportado se encuentran Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,
Edwarsiella tarda, Enterobacter cloacae, Klebsiella terrigena, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonidae, Staphylococus aureus, Aeromonas caviae, Salmonella sp., Proteus sp. (Aguillon-Gutiérrez et al., 2007).

La importancia del estudio de la microflora en animales silvestres, radica en que estos pueden ser portadores de
enfermedades que son transmitidas a las personas conocidas como zoonosis, lo que resalta desde una perspectiva de
salud publica. Ademas dado que en el estado no existen estudios sobre la microbiologia de reptiles tanto en cautiverio
como de vida silvestre no es posible partir de un diagndstico previo con alguna especie, por lo que el objetivo general
del presente trabajo fue caracterizar la microflora bacteriana de la cavidad oral y cloacal en reptiles de la Cuenca Baja
del Rio Temascatio, de forma que los resultados aqui mostrados puedan ser usados como referencia para estudios
futuros.



METODOS Y MATERIALES

Captura. El estudio se realiz6 en la Cuenca Baja del Rio Temascatio donde se llevaron a cabo tres salidas de campo
en los meses de Mayo a Julio del presente afio. Los muestreos se realizaron durante el dia y la noche de forma
sistematica procurando abarcar la mayor cantidad de habitats en cada jornada. El levantamiento y caracterizacion de
datos se llevo a cabo mediante técnicas de bisqueda libre y busqueda selectiva en hébitats y microhabitats sugeridas
por Casas-Andreu et al. (1991); citado por Angarita-Sierra (2014). Dependiendo del tipo de organismos, estos fueron
recolectados de manera manual o empleando el uso de ligas, redes, ganchos y pinzas herpetologicas, ademas los
ejemplares recolectados fueron identificados in sifu con apoyo de guias para campo (ejemplo: Herpetofuana del Valle
de México: Diversidad y Conservacién, Ramirez-Bautista et al., 2009; y Anfibios y reptiles de Aguascalientes,
Vazquez-Diaz y Quintero- Diaz, 2005).

Toma de muestras bacterioldgicas. Se le tomo una muestra microbioldgica a cada uno de los organismos capturados
de la cavidad oral y cloacal con ayuda de hisopos estériles, ademas de colectarse de igual forma una excreta de ganado
del hébitat de los quelonios, las muestras fueron suspendidas en 1 ml de solucién fisioldgica. Posteriormente se
trasladaron al laboratorio de biologia del Instituto Tecnologico Superior de Irapuato y se mantuvieron en condiciones
de refrigeracion.

Identificacion de bacterias entéricas. Para la identificacion de bacterias entéricas se tomaron 100 pl de las muestras
suspendidas en la solucion fisioldgica y se sembraron en tres medios de cultivo, uno diferencial y dos enriquecidos:
Agar McConkey, Agar Sangre y Agar Sangre en anaerobiosis. Todos los aislados por medio de la técnica de siembra
de extension en placa.

Una vez que hubo crecimiento bacteriano, se realizo la descripcion de las cepas observadas y posteriormente su
caracterizacion morfologica por medio de la tincion de Gram. El siguiente paso fue su identificacion por medio de
pruebas bioquimicas en Agar Citrato de Simmons, Agar Hierro Triple Azicar, Agar Urea y Agar Hierro Lisina
(Chinchilla et al, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron muestras microbioldgicas de la cavidad oral y cloacal de 12 organismos de cinco familias diferentes.
Los organismos registrados fueron Tortugas: Kinosternidae (Kinosternon hirtipes) (3), lacertilos: Teiidae (4spidoscelis
gularis) (1), Phrynosomatidae (Sceloporus horridus) (4), Serpientes: no venenosas Colubridae (Thampnophis cyrtopsis)
(1), semi venenosas (Leptophis diplotropis) (1) y venenosas: Viperidae (Crotalus aquilus) (1) las cuales se muestran a
continuacion en la siguiente imagen (Figura 1).

Figura 1. Especies de reptiles muestreadas. A. Kinosternon hirtipes. B. Aspidoscelis gularis. C. Sceloporus
horridus. D. Thampnophis cyrtopsis. (E). Leptophis diplotopis. F. Crotalus aquilus.

De los 12 organismos muestreados en su mayoria presentaron un estado de salud aparentemente bueno, solo en dos de
ellos se encontraron sintomatologias de alguna posible enfermedad siendo el caso de las tortugas Kinosternon hirtipes
en las cuales se observo que en la parte exterior de la cavidad oral se encontraban con un enrojecimiento marcado,
ademas de una descamacion en la misma zona, estos sintomas presuntivamente podrian considerarse como dermatitis
(Figura 2).




Figura 2. Organismos de la especie Kinosternon hirtipes, los cuales presentaron enrojecimiento en la parte
externa de la cavidad oral (presuntiva dermatitis).

Estos organismos fueron colectados en un cuerpo de agua utilizado para el abastecimiento hidrico del ganado, en donde
los bovinos también expulsan sus heces fecales que de acuerdo a Martinez-Silvestre (2013) se ha reportado que este
tipo de padecimiento (dermatitis) estd relacionado con la presencia de bacterias fecales de tipo coliforme y Gram
negativo presentes en el habitat de los quelonios, lo cual en este estudio se puede confirmar que existe una relacion
debido a que se logro identificar un mismo tipo de bacteria (Klebsiella pneumoniae) tanto en el aislado de la excreta
como en los organismos de Kinosternon hirtipes, sin embargo estos reptiles también presentan Salmonella typhimurium
bacterias Gram negativo, tanto para los aislados de la cavidad oral como cloacal coincidiendo con Martinez-Silvestre
en la posible causa de los sintomas presentados, ademas de que estos podrian estar relacionados no solo aun tipo de
microorganismo presente en la zona afectada.

Identificacion de bacterias entéricas. Se encontraron bacterias pertenecientes a la familia Enterobactereaceae en el
100% de las especies de reptiles registradas. El total de los aislados bacterianos fue de 64 de los cuales el 37.5% se
identificé a nivel de especie, en el 17.18% de los aislados el diagnostico por medio de las pruebas bioquimicas arroj6
dos posibles especies (Pseudomonas auruginosa 'y Shigella flexneri) y en el 45.32% no fue posible la determinacion
de especies. Del total de aislados las bacterias predominantes fueron: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Salmonella typhimurium, especies de bacterias todas Gram negativas pertenecientes a la familia Enterobeaceae. El e
caso de los aislados de excreta de ganado solo se identifico una especie: Klebsiella pneumoniae.

Enla Tabla 1 se muestran los resultados de los aislados bacterioldgicos, la cantidad de organismos de los cuales fueron
tomados y sus respectivas especies.

Tabla 1. Bacterias de la familia Enterobactereaceae identificadas por cada especie de reptiles muestreado,
ND= bacterias no detectadas.

Aislado
. . . donde se Posibles Aislado donde
- . Especies Organismos Bacterias N Iy q q -
Familia reptiles 2 . . identificé bacterias se identificé la
reptiles muestreados identificadas .
la detectadas bacteria
bacteria
Escherichia coli cloaca
) ) Kinosternon Klebsiella hocico /
Kinosternidae hirtipes 3 pneumoniae cloaca ND ND
Salmonella hocico /
typhimurium cloaca
. Sceloporus Eschertcl‘ua coli cloaca E. coli/ Shigella
Phrynosomatidae . 4 Klebsiella : cloaca
horridus . cloaca flexneri
pneumoniae
K. pneumoniae /
.. Aspidoscelis . S. typhimurium cloaca
Teiidae . 1 Escherichia coli hocico - -
gularis E. coli/ Shigella .
B Hocico
flexneri
. . hocico / Pseudomonas sp
Thamnophis 5 Escherichia coli cloaca / Klebsiella p. Cloaca
cyrtopsis Klebsiella E. coli/ Shigella .
. . cloaca : hocico / cloaca
Colubridae pneumoniae flexneri
Leptophis Escherichia coli hocico
Jereid 1 Klebsiella . ND ND
diplotropis . hocico
pneumoniae
Escherichia coli hocico /
cloaca
. Crotalus Klebsiella hocico E. coli/ Shigella .
Viperidae . 1 . . hocico
aquilus pneumoniae flexneri
Salmonella cloaca
typhimurium




En este estudio tal como se indica en la tabla anterior (Tanblal) se logré identificar la presencia de Escherichia coli _
con una incidencia del 100% en todas las especies de reptiles, sin embargo en el caso de las tortugas y los lacertilos
del género Sceloporus, se identificaron unicamente de los aislados provenientes de la cloaca. En rango de incidencia
le siguid Klebsiella pneumoniae con 83.3% presentandose en la mitad delas especies de los aislados de la cavidad oral
exceptuando a: Aspidoscelis gularis, Sceloporus horridus y Thamnophis cyrtopsis. Ademas se detectd Salmonella
typhimurium en Kinosternon hirtipes en los aislados de hocico y cloaca mientras que para Crotalus aquilus solo se
detecto en los aislados provenientes de la cloaca, presentando esta bacteria una incidencia del 16.6% en los organismos
muestreados no coincidiendo al que reporta DeHamel, quien indica hasta un 93.7% portan esta bacteria (Aguillon-
Gutiérrez et al., 2007). Cabe destacar que en reptiles en cautiverio y de vida silvestre ya se han reportado bacterias
enterobicas como Salmonella sp. donde de acuerdo a Fornazari et al, (2009) describe a los reptiles de manera general
como un reservorio de estos microorganismos que si se someten a ciertas condiciones de estrés pueden desarrollar
salmonelosis y transmitirla a otros organismos.

CONCLUSIONES

Algunas enfermedades presentadas en los reptiles como las tortugas pueden estar estrechamente relacionadas con la
presencia de otros organismos como el ganado, los cuales debido a las actividades antropogénicas interactiian en el
mismo habitat de estos animales silvestres, pudiendo ser vectores de transmision de bacterias patdogenas que se
encuentran en sus heces fecales, que desechan en los cuerpos de agua al estar bebiendo del mismo. El conocimiento
acerca de la identificacion de microorganismos patégenos como las enterobacterias en los animales como los reptiles
brindan la oportunidad de poder comprender mas acerca de las posibles causas de enfermedades que se presentan en
estos organismos y en algun momento pudieran ser un punto clave para las estrategias de conservacion de estos
mismos, ademas de ser una herramienta para la prevencion y manejo de posibles zoonosis apoyando de esta forma al
sector de salud publica.
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OBTENCION DE ZnO NANOESTRUCTURADO LAMINAR MEDIANTE
PRECIPITACION QUIMICA

Martin Castafieda Lozano' y Gabriel Herrera Pérez’
RESUMEN

El 6xido de zinc es un material de suma importancia en multiples campos de la ciencia, debido a las propiedades del
material, como es su ancho de banda prohibida y su naturaleza como un material semiconductor. En un tamaiio
nanometrico el ZnO obtiene también las propiedades como un agente antibacteriano, ademas de funcionar como un
filtro contra las ondas ultravioleta. El objetivo de este trabajo fue analizar los cambios durante la sintesis de ZnO,
observando las variaciones de diversos factores como la temperatura, el pH y el orden en el que se combinan los
reactivos, esto se realizo durante la sintesis de ZnO en el proceso de precipitacion quimica y utilizar los datos en
futuros procesos de sintesis de ZnO.

ABSTRACT

Zinc oxide is a material of paramount importance in many fields of science, due to the properties of the material,
such as its banned bandwidth and its nature as a semiconductor material. In a nanometric size ZnO also obtains the
properties as an antibacterial agent, besides functioning like a filter against the ultraviolet waves. The objective of
this work was to analyze the changes during the synthesis of ZnO, observing the variations of diverse factors as the
temperature, the pH and the order in which the reagents are combined, this was realized during the synthesis of ZnO
in the process of Chemical precipitation and use the data in future processes of ZnO synthesis.

Palabras Clave: Precipitacion quimica, Oxido de Zinc, Caracterizacion.
INTRODUCCION

Por la creciente demanda de materiales que satisfagan las necesidades para las nuevas aplicaciones de alta
tecnologia, un incremento exponencial ha surgido con respecto a los métodos y técnicas para producir dichos
materiales. El 6xido de zinc es un material que esta siendo utilizado en esas nuevas aplicaciones, no solo en la escala
volumétrica sino también como un nanomaterial, en esta forma el ZnO presenta un gran desafio en su caracterizacion
y sintesis dada la gran diversidad de morfologia y tamafio de particula que presenta naturalmente, ademas estos
factores se pueden ver agravados por diferentes procesos en las diferentes técnicas de sintesis de este material. Si
bien a través de ciertos métodos se puede casi de asegurar una forma y tamafio especifico, siempre existen variables
tanto en el proceso como en la naturaleza del material que pueden de dar resultados no deseados, como por ejemplo
en la sintesis de ZnO a escala nanometrica, las particulas resultantes son propensas a formar un agregado debido a la
gran area superficial y alta energia superficial, ademas de que en procesos que involucren temperaturas altas, la
exactitud para formar la fase cristalina deseada puede resultar complicado.

MARCO TEORICO

El 6xido de zinc (ZnO) es un semiconductor tipo II-VI, que en los ultimos afios ha generado un gran interés debido a
sus propiedades fisicas, que hacen que sea un material muy interesante para numerosas aplicaciones tecnologicas,
por ejemplo el ZnO puede ser utilizado en transductores, sensores quimicos, cubiertas Opticas, acusticos, celdas
fotovoltaicas y fotocatalizadores (Morkog, & Ozgiir, 2007). E1 ZnO tiene un ancho de banda prohibida directa de
3,37 eV, es un semiconductor con una gran energia de enlace 60 meV (Man, Kim, Jeong, Do, & Lee, 2017). Como
nanomaterial, el ZnO ha recibido una considerable atencion en multiples campos, tanto por sus caracteristicas como
por las diferentes formas que presenta a nanoescala como por ejemplo, el semiconductor nano-cristalino ZnO que ha
recibido un considerable interés debido a su estructura estable, amplia banda de banda directa, la no toxicidad y un
costo relativamente menor (Debanath, & Karmakar, 2013).

El ZnO en escala nanométrica tiene las caracteristicas de gran volumen a relacion de area, de alta de absorcion
ultravioleta (UV), y una larga vida util, ha sido ampliamente utilizado como catalizador, sensor de gas, relleno activo
para caucho y plastico, absorbente de UV en cosméticos y agente anti-virus en recubrimiento de envases (Kumar, &
Kumbhat, 2016). Diferentes rutas de sintesis resultan en diferentes morfologias de ZnO, incluyendo particulas con
formas de nanovarillas, nanotubos, nanolaminas e incluso estructuras nanométricas de formas similares a flor
(Chakraborty, Kole, & Kumbhakar, 2012), por mencionar algunas de las formas. Por otra parte, ZnO también es una
sustancia anfotera y tiene la capacidad de detectar y ajustar el valor de pH, lo que es util en biomaterial y en la
industria textil (Chieng, & Loo, 2012).

Las nanoparticulas de ZnO se pueden sintetizar mediante diversos métodos, incluyendo el método sol-gel, la
precipitacion homogénea, la molienda mecénica, la sintesis organometalica, la deposicion quimica de vapor, la
descomposicion térmica, la sintesis hidrotérmica, el método de microondas, pirolisis de spray, la evaporacion térmica
y la sintesis mecanoquimica (Wang, Zhao, & Liu, 2013). Sin embargo, las nanoparticulas de ZnO son propensas a
agregado debido a la gran area superficial y alta energia superficial, para mejorar la dispersion, en ocasiones es
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necesario modificar la superficie de las nanoparticulas de ZnO (Kundu, Sain, Satpati, Bhattacharyya, & Pradhan,
2015).

El método de sintesis utilizado en este trabajo para obtener ZnO, es el método de la precipitacion quimica. Este
método es una variante del enfoque de la quimica himeda, cuando se busca obtener un nanomaterial a partir de este
método se puede considerar un método de aproximacion con un enfoque botton-up (Kumar, & Kumbhat, 2016). La
precipitacion es el proceso por el cual se puede de obtener un sélido a partir de una disolucion. Puede realizarse por
una serie de diferentes factores como una reaccidon quimica, por evaporacion del disolvente, por enfriamiento
repentino de una disolucion caliente, o por cambio de polaridad del disolvente (Saravanan., Dhivakar, & Jayanthi,
2012). El sélido asi obtenido se denomina precipitado y puede englobar impurezas. Este es uno de los métodos mas
comunes utilizados para obtener materiales dada su relativa sencillez y velocidad.

METODOS Y MATERIALES

Preparacion de reactivos

Los materiales utilizados para el proceso de sintesis de ZnO por precipitacion quimica fueron, el acetato de zinc di-
hidratado (Zn(C2H302)2*2H20) una sal de base zinc, como el precursor y el hidroxido de sodio NaOH. Utilizando
los reactivos de Zn(C2H302)2*2H20 y NaOH en estado soélido, se realizo una solucion acuosa de cada uno, las
concentraciones se pueden ver en la siguiente tabla (1). La cantidad total realizada fue 30 mL por cada uno de los
reactivos, cada una de estas soluciones se dividié en dos vasos de precipitado de 50mL, cada par tenia un vaso de
precipitado con 20 mL y otro con 10 mL.

Reactivo Concentracion
Zn(C2H302)2*2H20 .0609
NaOH .0309

(Tabla 1) concentraciones de los reactivos utilizados.

Instalacion del sistema

Para la sintesis se usé dos vasos de precipitado de 100 mL, una bureta graduada de 50 mL y una micropipeta, ademas
de un agitador magnético y un platillo de calentamiento con agitacion magnética, también se usé un PHmetro
modelo OrionStar111, para verificar el cambio en el PH mientras ocurria la reaccion. Durante el proceso uno de los
vasos de precipitado se coloco debajo de la bureta sobre el platillo de calentamiento y con el agitador magnético en
su interior. La bureta fijada a un soporte universal se ubicé sobre la boca del vaso de precipitado junto a el sensor del
PHmetro, ambos a la suficiente distancia del agitador magnético pero un dentro de la solucion como se muestra en la
imagen siguiente

(Imagen 1) Sistema pata la precipitacion de Zn(OH)2

Precipitacion del Zn(OH)2

Después de instalarse el sistema se decidio de realizar la sintesis con dos variaciones. En el primer caso se agrego6 en
el agente de precipitacion en la sal de base zinc, mientras que en el otro caso fue la sal de base zinc la que se agrego
al agente de precipitacion. Esto fue decidido para observar el efecto que el orden de agregado de los reactivos tendria
sobre el producto resultante. Antes de iniciar el proceso también se agregd gotas de fenolftaleina a la solucion que
recibiria el reactivo. Se decidi6 que se usaria 10 mL de cada reactivo en cada sintesis de Zn(OH)z2, ademas durante la
sintesis el reactivo agregado fue goteado a una velocidad de .83mL/minuto en promedio. Durante el proceso de
sintesis se llevo acabo la siguiente reaccion de precipitacion (Ecuacion 1), a partir de la cual obtuvimos el Zn(OH):2
disperso en la solucion acuosa resultante.

Zn(C2H302)2%*2H20(ac) + 2NaOH(ac) — Zn(OH)2(s) + 2NaC2H302*2H20 ac) (D
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centrifugaciones asi como bajo las mismas condiciones, luego de ello se paso a extraer el Zn(OH)2 de los tubos de
centrifugacion.

No de centrifugacion | Velocidad (RPM) Tiempo(minutos)
1 o

35000 15
2° 55000 10
3 75000 10

(Tabla 2) parametros usados durante el proceso de centrifugacion

Obtencion del ZnO a partir del Zn(OH)2

Para finalmente obtener el ZnO se decidid de calcinar el Zn(OH)2 obtenido de la precipitacion anterior. Esto se
realizé en una mufla donde las muestras fueron colocadas en capsulas de porcelana, se prosigui6 a calentar la mufla
hasta 230°C con una velocidad de calentamiento de 3.8°C/minuto, para después dejar enfriar lentamente la mufla
durante un periodo de dos horas a una velocidad de enfriamiento de 2.6°C/minuto. Durante el enfriamiento se separd
constantemente el precipitado dentro de las capsulas para asegurarse que el producto obtenido fuese un polvo.

Caracterizacion del ZnO

Para asegurar que el producto obtenido del precipitado luego de la calcinacion fuese ZnO se realizd una
caracterizacion por medio de un analisis térmico. Este analisis se llevo a cabo utilizando la siguiente ruta, primero se
llevo a un equilibrio a 50°C, al finalizar el equilibrio se elevo la temperatura hasta 100°C manteniéndola durante 15
minutos, finalmente se aumentd la temperatura de manera constante hasta 1000°C, alcanzado este punto se dejo
enfriar la muestra. El analisis llevo dos horas por cada muestra y siguid los mismos pasos en cada ocasion. Como una
nota las rampas de calentamiento fueron de 10°C/minuto en una atmosfera de aire.

RESULTADOS

En la siguiente grafica (Grafica 1) se comparar el cambio en el PH mostrado durante las sintesis que se realizaron. En
ella podemos observar como difiere el cambio en el PH de ambas sintesis en diferentes puntos, aunque los reactivos
fuesen de la misma fuente. La razon del cambio se le puede otorgar a €l orden en el cual fueron agregados los
reactivos, con la muestra 1 donde se goteo el NaOH en el Zn(C2H302)2, presento el cambio antes que la muestra 2
donde el Zn(C2H302)2 fue goteado en el NaOH. El PH inicial de ambas sustancia fue 13.7 en el caso de NaOH y 6.4
en el caso del Zn(C2H302)2 . El cambio durante la sintesis en la muestra 1 se presentd primero cuando se goteo entre
el 6.0 y 6.5 mL de NaOH, mientras que el cambio en la muestra 2 surgié al momento en que se goteo entre 7.5 8§ mL
de Zn(C2H302)2.

Sintesis de ZnO
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(Grafica 1) Grafica del volumen agregado contra cambios de PH durante el proceso de precipitacion quimica.
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(Grafica 2) Grafica de peso contra temperatura del (Grafica 3) Grafica de peso contra temperatura del
ZnO obtenido de la muestra 1 ZnO obtenido de la muestra 2

Los resultados del analisis térmico (graficas 2 y 3) muestran que se ogro de obtener el mismo compuesto en ambos
casos, ZnO. Esto se puede de notar por que en ambos andlisis térmicos muestran picos justo antes de llegar a los
400°C, ademas de la misma curvatura al llegar a los 800°C, pero las discrepancias entre ambas muestras, como es el
aumento de peso en varios puntos en la muestra 1 en comparacion con la uniformidad de muestra 2, esto demuestra
que aunque se obtuvo el mismo producto las fases del ZnO fueron diferentes en ambas muestras. Las zonas donde
aumento el peso de la muestra fueron zonas donde la muestra reacciono con los gases en su entorno, tomando
moléculas de estos gases y alterando tanto su peso como su cristalinidad. Dado que los reactivos provenian las
mismas fuentes se puede deducir que fue el proceso de sintesis lo que causo las diferencias en la cristalinidad de las
muestras.

CONCLUSIONES

El trabajo realizado parece de demostrar que durante la sintesis por precipitacion quimica del ZnO, el orden de
adiccion de los reactivos puede de tener un efecto determinante en la cristalinidad del producto obtenido. Aun asi no
se puede de ser afirmar completamente esto, dado que las pruebas realizadas en las muestras fueron limitada tanto
por el tiempo, como los recursos disponibles dentro del periodo del verano de la investigacion. Por lo cual se debe de
continuar con pruebas sobre las muestras obtenidas, caracterizaciones que nos permitan determinar la fase cristalina
del producto obtenido, asi como realizar nuevas sintesis por precipitaciéon quimica bajo el mismo procedimiento, para
poder de corroborar los resultados obtenidos.
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CARACTERIZACION Y EVALUACION DE HONGOS FRENTE A ESTRES POR
METALES PESADOS

Sandra Olivia Crespo Ayala1 y Varinia Lépez Ramirez’
RESUMEN

Los micobiontes de liquenes proporcionan proteccion al fotobionte al acumular contaminantes, sobreviviendo de esta
manera a condiciones de vida hostiles. En este estudio, se evalud la capacidad de crecimiento en medios solidos y
liquidos con metales pesados a distintas concentraciones, de una coleccion de diez hongos. La cepa ORM 20 mostro
desarrollo rapido en medios con arsénico, mientras que en presencia de cromo se redujo. El micobionte Flavoparmelia
sp. mostro tolerancia a metales pesados, cambiando su morfologia en medio con cobre y plomo. Mientras que el
micobionte Imshaugia sp. aument6 su desarrollo en presencia de cobre y plomo, limitindose en cromo y arsénico. Las
caracteristicas y estrategias de dichos aislados son fuente potencial de aplicacion en biorremediacion de suelos y aguas
contaminadas con metales pesados.

ABSTRACT

Lichen mycobionts provide protection to the photobiont by accumulating contaminants, thus surviving hostile living
conditions. In this study, the growth capacity of ten fungi was evaluated in solid and liquid media with heavy metals
at different concentrations. The isolate ORM 20 showed rapid development in media with arsenic, whereas in the
presence of chromium it was reduced. The mycobiont Flavoparmelia sp. showed tolerance to heavy metals, changing
its morphology into a medium rich in copper and lead. Whereas Imshaugia sp. increased its development in presence
of copper and lead, but its growing was limited in chromium and arsenic. The characteristics and strategies of these
isolates are a potential source of application in bioremediation of soils and water contaminated with heavy metals.

Palabras Clave: Metales pesados, micobiontes, hongos, estrés oxidativo, Guanajuato

INTRODUCCION

Los liquenes son formas de vida simbidticas encontrados en arboles, suelo y rocas, estan formados por un alga, un
hongo y de acuerdo a Spribille y col. (2016) también una levadura. Son usados para el monitoreo ambiental del lugar
donde se encuentran ya que son capaces de asimilar una amplia variedad de metabolitos dependiendo de la disposicion
de los mismos en el lugar donde residen; estan capacitados entonces para tolerar condiciones hostiles que no
soportarian si vivieran de forma aislada cada una de las fracciones (Van der Wat & Forbes, 2015).

Backor y col. (2006) evaluaron la tolerancia del hongo simbionte en Cladonia cristatella ante distintas concentraciones
de cobre. Por lo tanto, en el trabajo realizado, se evalu6 el crecimiento radial y la biomasa en medio so6lido y liquido
respectivamente, de diez hongos en coleccion del Laboratorio de Diversidad e Interaccion Microbiana de ITESI ante
la presencia de cobre, arsénico, cromo y plomo, con el fin de observar patrones en cuanto a su desarrollo segiin el metal
presente en el medio y su concentracion.

METODOS Y MATERIALES

Se prepararon soluciones concentradas de sales con cada metal usado, siendo dicromato de potasio, acetato de plomo,
sulfato de cobre y arsenito de sodio a 1 M, posteriormente se esterilizaron por filtracion.

Las cepas de hongos evaluadas fueron: Imshaugia sp, Flavoparmelia sp. y ORM 20 en concentraciones de 150, 250,
500, 650 y 800 uM. Se realiz6 una estandarizacion de la siembra a una concentracion de 300 uM, tanto en medio
dextrosa Sabouraud s6lido como liquido (20 mL), con un indculo de 5 mm de diametro. Posteriormente, de forma
cualitativa y seglin la extension en placa que alcanzaba cada cepa durante la estandarizacion, se determind cuales
hongos se probarian en concentraciones mas altas o mas bajas y respecto a cual metal.

Aquellos hongos que respondieron favorablemente a la concentracion de 300 uM, se probaron a 500 y 650 uM y
aquellos que se desarrollaron mas lentamente se llevaron a 150 y 250 uM, en medio sélido y liquido. Finalmente, los
que se desarrollaron apropiadamente en 650 pM se probaron en concentraciones de 800 pM solamente en medio so6lido.
Todas estas concentraciones fueron ensayadas con el siguiente protocolo:

Se esterilizo el medio y se agregaron las sales a la temperatura adecuada para evitar precipitacion, se homogenizo el
medio y la sal antes de depositar el medio en las placas. Una vez solidificado el medio, se sembroé cada hongo, cuidando
que el indculo quedara en el centro de la placa para facilitar la medicion del crecimiento radial. Se incubaron las cajas
perfectamente selladas a temperatura ambiente y cada 24 horas se midi6 el crecimiento con ayuda de una regla,
restando el radio del indculo para obtener el crecimiento radial real del hongo. De igual manera, se prepard caldo
dextrosa Sabouraud y se dosificaron 20 mL en frascos estériles y se inocularon. Cada frasco se sell6 perfectamente y
se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias. Al término del tiempo de incubacion, se realiz6 la determinacion
de peso humedo y seco del micelio en un equipo analizador de humedad marca A&D, modelo MX-50.

RESULTADOS



El desarrollo micelial de hongos en presencia de metales pesados se determiné a partir del crecimiento radial. De las
diez cepas empleadas, tres en particular fueron las més interesantes segun los patrones que mostraron (Figura 1). Los
resultados que se presentan corresponden a las 48 h de incubacion. Como se observa, los aislados Flavoparmelia sp.
y ORM20 presentan buen desarrollo en presencia de cromo (Figura 1B) y arsénico (Figura 1C).
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Figura 1. Crecimiento radial de aislados fingicos en medio sélido en presencia de A. Cobre; B. Cromo; C.
Arsénico; D. Plomo.

Analizando el desempefio en medio liquido respecto a cobre, se observa de forma general que Flavoparmelia sp. se
desarrollé mejor principalmente en la concentracién mas alta, 650 uM (Figura 2A). De igual manera, se obtuvo mayor
produccion de biomasa determinada como peso seco en presencia de cobre a dicha concentracion mayor incluso que
el control (Figura 3A). Por otra parte, el aislado ORM20 parece ser menos tolerante al cobre en comparacién a
Imshaugia sp. 'y Flavoparmelia sp (Figura 2A y 3A).

En lo concerniente a los medios ricos en cromo, fue la cepa ORM20 quien mostrd ser mas tolerante a dicho metal,
alcanzando sus valores mas altos en biomasa determinada como peso humedo (Figura 2B) y seco (Figura 3B), en la
concentracion de 500 pM, rebasando incluso al control. Por su parte, Imshaugia sp. repite el patron ya mostrado en

medio solido, pues de las tres cepas comparadas, es quien tuvo el desarrollo miceliar menor en todas las
concentraciones de cromo (Figura 2B y 3B).
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Figura 2. Peso humedo de los micelios en presencia de A. Cobre; B. Cromo; C. Arsénico; D. Plomo.

Por otro lado, al analizar los valores de biomasa obtenidos en medios con arsénico, se observa que nuevamente las
cepas ORM20 y Flavoparmelia sp. presentan un mejor desarrollo en presencia de este metal, pues los valores
alcanzados en biomasa son mayores en cualquiera de las concentraciones del metal en comparacion con el control
(Figuras 2C y 3C).

Para el caso de la tolerancia a plomo, los aislados Flavoparmelia sp. y ORM20, fueron los que presentaron mejor
desarrollo a las diferentes concentraciones del metal utilizadas (300, 500 y 650 uM; Figuras 2D y 3D). Para el caso de
Imshaugia sp. solo se probo en las tres concentraciones mas bajas (150, 250 y 300 pM).
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Figura 3. Peso seco de los micelios en presencia de A. Cobre; B. Cromo; C. Arsénico; D. Plomo.

Previamente se habian reportado concentraciones de metales pesados maximas utilizadas por micobiontes, mismas que
han sido superadas por las cepas reportadas aqui. Por ejemplo, Backor y col. (2006) us6 una concentraciéon maxima de
500 pM de cobre para evaluar las cantidades del metal intracelular y extracelular en los micobiontes asi como la
produccion de ergosterol encontrando que esta Ultima decrece cuanto mas alta es la concentracion del metal;
comparado con la respuesta de las cepas ensayadas en este trabajo, resulta interesante que casi duplicando la
concentracion del cobre, responden favorablemente pues continuan desarrollando micelio en medio liquido y sélido,
adicionalmente, dicha respuesta positiva no solo es en el cobre, sino también frente a arsénico, cromo y plomo.
Branquinho y col. (2011), por su parte, al evaluar concentraciones variadas de cobre sobre la parte fotosintética y el
micobionte del liquen, siendo las mas altas de 500 y 1000 uM con el fin de evaluar la respuesta del hongo en cuanto a
la produccion de ergosterol, encontraron que la forma en que el hongo se relaciona con el fotobionte marca la diferencia
en cuanto a la sensibilidad frente al cobre, siendo las cianobacterias las mas afectadas en comparacion con las algas
verdes; dicho trabajo soporta la evaluacion realizada a los micobiontes en el presente trabajo, al poner de manifiesto
que el hongo es quien brinda cierta proteccion frente a este tipo de estrés, tal como lo sefialaron Wolterbeek y col.
(2003), el micobionte es quien posee la capacidad de acumular los metales pesados.
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Por otro lado, se ha reportado que concentraciones de 500 uM de cobre y zinc pueden afectar el potencial de eficiencia
del fotosistema y la pérdida de la integridad de la membrana en los liquenes ante sales y metales pesados, (Yemets et
al., 2015). Se entiende entonces que los micobiontes aqui evaluados, soporten concentraciones mas altas, dado que ya
estan aislados y son ellos mismos quienes acumulan los metales, sin tener que brindar proteccion a un fotobionte.

En un reporte previo donde se compararon dos liquenes en cuanto a su capacidad de acumular metales pesados
procedentes del aire, se determin6 que el liquen Flavoparmelia caperata era bioacumulador de cobre, zinc y plomo
(Aprile et al.,2010), apoyando de esta manera lo encontrado en el presente trabajo donde el micobionte Flavoparmelia
sp. mostrado ser tolerante incluso a arsénico.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que se deben probar concentraciones mas altas en los cuatro metales evaluados,
para demostrar realmente cual es la tolerancia que tienen los hongos ensayados, ya que es sorprendente el hecho de
solo haberse observado cambios en cuanto a las coloraciones de los micelios en presencia de los metales pero seguir
desarrollandose sin problemas; adicionalmente, los hongos trabajados fueron aislados de liquenes del estado de
Guanajuato, lo que sugiere una poblacion liquénica en el estado, que es tolerante a cobre, arsénico, cromo y plomo en
altas concentraciones; proponiendo asi una linea de investigacion para biorremediacion de suelos que estén
contaminados con dichos metales mediante la elucidacion de los procesos bioquimicos involucrados a la tolerancia
que presentan los hongos evaluados.
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BIOCONTROL DE FITOPATOGENOS DEL SUELO.

Tania Itzel Yéafiez Paniagua' y Francisco Alejo Iturbide’ y Maria Azucena Marquez Lucio®
RESUMEN

Se aislaron y observaron microorganismos fitopatdgenos en lesiones de tallos y hojas de diferentes plantas de uso
agricola del municipio de Salvatierra, Guanajuato. Se recolectaron las muestras de hojas, tallos y frutos con sintomas
visibles de presencia de diferentes fitopatogenos. Se observaron macro y microscopicamente para posteriormente
realizar cortes histologicos, que fueron posteriormente desinfectados y diseccionados en el borde de las lesiones,
conteniendo una parte enferma y parte sana del tejido. Los cortes fueron sembrados en placas Petri con medio agar
papa dextrosa e incubados a 24°C. De las muestras incubadas, se observé crecimiento de hongos en las de cebolla (M1,
M2, M3, M4) y trigo (H1, H2, H3), mientras que en las hojas y tallos de trigo se observaron colonias de color blanco
cremoso. Estas muestras se resembraron para la obtencion de los cultivos puros en cajas Petri con agar PDA para el
caso de hongos y agar nutritivo para el de las bacterias. Se observd al microscopio la morfologia de los hongos
obtenidos, sobre un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol algodon. Para las pruebas de confrontacion con los
fitopatdgenos se utilizaron microorganismos promotores de crecimiento provenientes del cerro del Cubilete de Silao
Guanajuato, los cuales fueron 3 son bacterias y 3 hongos. En las confrontaciones con bacterias no se observo inhibicion
entre las bacterias promotoras y las fitopatdgenas, mientras que en los tres hongos promotores se observo que si
tuvieron capacidad de inhibir a los aislados fitopatdgenos. Los hongos promotores se inocularon en caldo dextrosa
papa, y se pusieron en agitacion moderada, para el crecimiento del micelio. Se realizaron cultivos para observar la
inhibicion del hongo fitopatdgeno, para finalmente probar in vivo los biotratamientos derivados de los tres hongos
promotores y el aislado fitopatdgeno M2 en condiciones de invernadero.

ABSTRACT

Phytopathogenic microorganisms were isolated and observed in lesions of stems and leaves of different plants of
agricultural use of the municipality of Salvatierra, Guanajuato. Samples of leaves, stems and fruits were collected with
visible symptoms of presence of different phytopathogenic. They were observed macro and microscopically to later
perform histological cuts, which were subsequently disinfected and dissected on the edge of the lesions, containing a
diseased part and healthy part of the tissue. The cuts were sown in petri dishes with half-agar potato dextrose and
incubated at 24 115° C. From the incubated samples, mushroom growth was observed in the onions (M1, M2, M3,
M4) and wheat (H1, H2, H3), while in the leaves and wheat stalks, creamy white colonies were observed. These
samples were replanted to obtain the pure cultures in petri dishes with PDA agar for the case of fungi and nutritive
agar for the bacteria. The morphology of the fungi obtained was observed in the microscope, on a slide with a drop of
lactophenol cotton blue. For the tests of confrontation with the phytopathogenic were used microorganisms growth
promoters from the Cerro del Goblet of Silao Guanajuato, which were 3 are bacteria and 3 fungi. In confrontations
with bacteria no inhibition was observed between the promoter bacteria and the pathogenic, whereas in the three
promoter fungi it was observed that they did have the capacity to inhibit the isolates phytopathogenic. The promoter
fungi were inoculated in potato dextrose broth, and were put in moderate agitation, for the growth of the mycelium.
Cultures were carried out to observe the inhibition of the fungus Fitopatogeno, to finally try in vivo the biotreatments
derived from the three promoter fungi and the isolated Fitopatdogeno M2 in greenhouse conditions.

PALABRAS CLAVE
Biotratamiento, fitopatégenos, hifas, micelio

INTRODUCCION

A nivel mundial los hongos fitopatdgenos originan pérdidas que ascienden a miles de millones de délares al afio
(National Academy of Sciences 1980). El dafio que ocasionan no soélo se refiere a las pérdidas de produccion
econdmica, sino también a las pérdidas en la produccion bioldgica, es decir a la alteracion que existe en el crecimiento
y desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por estos microorganismos. De los diversos microorganismos
fitopatdgenos que atacan a las plantas, como pueden ser los virus, hongos, bacterias, nematodos, fitoplasmas, y
viroides, son los hongos el grupo que mas enfermedades ocasiona y por lo tanto sobre el que mas investigacion se ha
realizado (National Academy of Sciences 1980). Se sabe que mas de 8,000 especies de hongos pueden causar
enfermedades en las plantas. Todas las plantas superiores pueden ser infectadas y dafiadas por mas de una especie de
hongo fitopatdogeno, y una especie de hongo fitopatdgeno puede atacar a mas de una especie de planta (National
Academy of Sciences 1980, Agrios 1988). La importancia de los hongos fitopatogenos del suelo que atacan la raiz, no
se limita solo al dafio que ocasionan en las plantas hospedantes, sino también debe considerarse el papel que juegan
dentro de las cadenas troficas y en las diversas relaciones que establecen con otros microorganismos del suelo (Agrios
1988, Lumsden 1981).

MARCO TEORICO
El suelo es uno de los habitats microbianos que presenta mayor diversidad, se estima que alberga cerca de 109
microorganismos por gramo de suelo y 104 especies diferentes por gramo de suelo. Estos microorganismos pueden
interactuar en la rizosfera, con las raices de las plantas, de modo que los exudados radicales, ricos en compuestos
organicos les aportan gran variedad de nutrientes para llevar a cabo sus actividades metabdlicas (Agrios, 2005). Las




células se agrupan en filamentos llamados hifas que en conjunto recibe el nombre de micelio. Los hongos son pequefios
organismos productores de esporas, generalmente microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentosos
que carecen de clorofila y que tienen paredes celulares que contienen quitina, celulosa, 0 ambos componente (Agrios,
2005). Todas las plantas son atacadas por algln tipo de hongo, y cada uno de los hongos parasitos ataca a uno o mas
tipos de plantas. Algunos hongos crecen y se reproducen sélo cuando establecen una cierta asociacion con las plantas
que les sirven de hospedante, durante todo su ciclo de vida estos hongos se conocen como parasitos obligados o
bibtrofos.

METODOLOGIA
Material vegetal. Se seleccionaron seis muestras obtenidas de campos agricolas del municipio de Salvatierra,
Guanajuato, que mostraban presencia de lesiones en diferentes partes vegetativas como tallos y hojas. Se observaron
las muestras para descripcion de las lesiones tanto a simple vista como en microscopio estereoscopico de 5x a 60x. Se
realizaron cortes histologicos en forma de cuadros y se desinfecto en una solucion de cloro y agua destilada estéril 5:1
y se sumergieron por un minuto.

Aislamiento de fitopatdgenos. Se prepararon placas de Petri con agar papa dextrosa en cajas Petri, se inocularon con
las muestras previamente desinfectadas y se incubaron a 24°C por un periodo de 3 a 5 dias. De cada brote de micelio
se realizaron preparaciones en portaobjetos y se realizaron observaciones microscopicas con azul de lactofenol.
Ademas, para obtener los cultivos puros de las diferentes muestras de hongos y bacterias, cada brote de micelio y/o
colonia bacteriana fue sembrado en placas de Petri con agar nutritivo y agar papa dextrosa.

Confrontaciones in vitro. A partir de hongos y bacterias promotores de crecimiento previamente aislados provenientes
de la region del cerro del Cubilete de Silao Guanajuato, se realizaron las confrontaciones con los fitopatdogenos
obtenidos. Los aislados bacterianos fueron sembrados en medio N-Brip conteniendo 10 g de glucosa, 5 g de Ca;(POy),,
5g de MgCL.7H,0, 0.25g de MgS0,4.7H,0, 0.2g de KCl y 0.1g de (NH4),SO4 por litro de medio ajustando a pH 7,
modificado con un indicador de rojo de metilo e incubadas a 30-35°C por 24 horas, los hongos se sembraron en Agar
dextrosa papa.

A partir de los resultados obtenidos se prepar6 caldo papa dextrosa para su inoculacion de hongos promotores de
crecimiento y se puso en agitacion moderada de 4-5 dias a temperatura ambiente. Se realizo un ensayo con sensidiscos
impregnados los extractos de los hongos promotores provenientes del caldo papa dextrosa colocados en forma
periférica en las placas de Petri inoculadas previamente cada una con un aislado fitopatdogeno para evaluar el posible
efecto inhibitorio.

Ensayo de confrontacion in vivo. A partir del caldo papa dextrosa se realizd un conteo de conidias de los hongos
promotores, para preparar los diferentes biotratatmientos para las pruebas in vivo en condiciones de invernadero con
una concentracion de 104 conidias por mililitro. Se selecciond el hongo fitopatdgeno M2 afiadiéndosele a los diferentes
biotratamientos.

Se sembraron 45 plantas de jitomate, para realizar las pruebas aplicandole a 9 plantas cada uno de los 5 biotratamientos,
que constan de:

Tratamiento 1: hongo 1 promotor y patégeno.

Tratamiento 2: hongo 2 promotor y patégeno

Tratamiento 3: hongo 3 promotor y patdgeno

Tratamiento 4: patdgeno

Tratamiento 5: sin nada

RESULTADOS Y DISCUSION

FIGURA 1. Observacion con el estereoscopio de las dieferentes muestras obtenidas a), b) c), d) de izquierda a
derecha.

En la Figura 1 se muestran las diferentes partes con sintomas de lesion por fitopatdgenos. La figura A nos muestra,
lesiones en las hojas de trigo, conocidas como picnidios, de color negro y pequeilos, la figura B y C se muestran
lesiones del fruto de la hortaliza de tomate verde frontal y lateral donde se observan las manchas de color negro que
llenaron el fruto, la figura C se observa la parte dafiada de la raiz de cebolla, siendo esta més seca que las demas, y
finalmente la D que muestra las lesiones de las hojas delgadas de pasto en donde tiene un severo dafio estructural. Los
cortes histologicos infectados que se colocaron en cajas Petri con medio PDA, mostraron crecimiento a las 72 horas
de incubacion. En la Tabla 1 se muestran los resultados de los crecimientos de cada una de las muestras.

Tabla 1. Resultados de los crecimientos en placa de las diferentes muestras

Muestra Observaciones

Muestra 1 Tomate No muestra crecimiento alguno, ni de bacterias ni
hongos.

Muestra 2: Ramas de pastura Muestra crecimiento de algunas colonias de bacterias
de color blanco-cremoso




Muestra 3: trigo Presentan un crecimiento de bacterias de color
blanco-cremoso y en otros dos cortes se observa
crecimiento de hongos rosados y oscuros.

Muestra 4: Cebolla En tres cortes se observa el crecimiento de hongos,
con mayor crecimiento en el central ya que son dos
diferentes, uno rosa y el otro oscuro.

Muestra 5: hojas delgadas de pasto Se observa un crecimiento de colonias de color
blanco cremoso.
Muestra 6: hojas de jitomate No se observa crecimiento de hongos ni bacterias.

Se nombraron M1, M2, M3, M4 a los hongos provenientes de la cebolla y HI, H2, H3, a los provenientes de la muestra
de trigo.

Figura 2. Vista al microscopio de algunas muestras A), B), C) de izquierda a
derecha

En la Figura 2, se muestran las observaciones microscdpicas de algunos de ellos como es la Figura A, que cuentan con
micelio tabicado que atraviesan las hifas en diagonal, pertenecientes a la cebolla, en la Figura B, el micelio es
cenocitico, estas hifas no presentas tabiques por lo que son pertenecientes a hongos inferiores pertenecientes a la
muestra de tomate, la Figura C presenta micelio conidioforo y conidio sueltos, reproduciéndose asexualmente.

En la pruebas de confrontacion entre hongos se observa que las bacterias tienen un cambio de pH, ya que el medio N-
Brip cambio de color naranja a uno rojizo, pero no hay inhibicion, mientras que en los hongos, se observa que todos
los promotores de crecimiento son inhibidores de los fitopatdgenos, ya que estos se extienden y no dejan crecer a los
patdgenos, como se observa en la Figura 3.

Figura 3. Confrontaciones de hongos fitopatégenos con hongos promotores.



El hongo fitopatdogeno M2 se escogid ya que como se observa en la Figura 4 B es la que mas se inhibid con el promotor,
ademas de que fue en la Ginica muestra proveniente de una hortaliza que crecié un hongo, para nuestra planta de estudio
se considera la mas correcta. Siendo la prueba de inhibicion positiva, en el caldo papa dextrosa con nuestros hongos
promotores de crecimiento hubo un crecimiento en un periodo de 4 dias. En la prueba con el antibiograma no se
observé crecimiento. Se afiadieron tres aspersiones por planta, por 5 dias, evaluando el grosor del tallo, su altura y su
color de cada planta como se muestra en la Tabla 2. El crecimiento de las plantas tratadas, respecto al de las que no se
les ponia la aspersion del biotratamiento, fue significativa ya que al segundo dia de ser tratadas se observaba su
crecimiento mayor al de las demas.

Tabla 2. Resultados de biotratamientos en pruebas de invernadero.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Planta 1 Altura:13.5cm Altura: 9.52 cm Altura: 10.3 cm Altura: 8.3 cm Altura: 6.6 cm
Grosor del tallo:0.2 cm Grosor del tallo:0.33cm Grosor del tallo:0.23cm Grosor del tallo:0.29 cm Grosor del tallo:0.21
Color: verde Color: verde amarillo Color: verde Color: verde Color: verde
Planta 2 Altura: 14.6 cm Altura: 10.2 cm Altura: 12.4 Altura: 9.8 cm Altura:5.03
Grosor del tallo:0.36 cm Grosor del tallo:0.36cm Grosor del tallo:0.33 cm Grosor del tallo:0.31 cm Grosor del tallo:0.16 cm
Color: verde Color: verde Color: Color: verde Color: verde
Planta 3 Altura: 7.3 cm Altura: 9.2cm Altura: 10.1cm Altura: 7.2 cm Seca
Grosor del tallo:0.3 cm Grosor del tallo:0.39cm Grosor del tallo:0.22 cm Grosor del tallo:0.33 cm
Color: verde Color: verde Color: Color: verde
Planta 4 Altura: 11.6 cm Altura: 7.8 cm Altura: 9.3 cm Altura: 6.6 cm Altura: 4.8 cm
Grosor del tallo:0.23 cm Grosor del tallo:0.23 cm Grosor del tallo:0.41 cm Grosor del tallo:0.4 cm Grosor del tallo:0.16
Color: verde Color: verde Color: Color: verde Color:
Planta 5 Altura: 12.9 cm Altura: 9.8 cm Altura: 6.4 cm Altura: 4.5cm Altura: 4.2 cm
Grosor del tallo:0.32 cm Grosor del tallo:0.28 cm Grosor del tallo:0.22 cm Grosor del tallo:0.37 cm Grosor del tallo:0.22 cm
Color: verde Color: verde Color: verde amarillo Color: verde Color: verde
Planta 6 Altura: 11.2 cm Altura: 8.7 cm Altura: 9.4cm Seca Altura: 5.5cm
Grosor del tallo:0.40 cm Grosor del tallo:0.43 cm Grosor del tallo:0.26cm Grosor del tallo:0.13 cm
Color: verde Color: verde Color: verde Color: amarillo
Planta 7 Altura: 6.1cm Altura: 8cm Altura: 9.3 cm Altura: 6.6cm Seca
Grosor del tallo:0.33 cm Grosor del tallo:0.29 cm Grosor del tallo:0.35 cm Grosor del tallo:0.27 cm
Color: verde Color: verde Color: verde Color: verde
Planta 8 Altura: 7.3cm Altura: 8.1cm Altura: 7.7cm Seca Altura: 6.8cm
Grosor del tallo:0.25 cm Grosor del tallo:0.31cm Grosor del tallo:0.36 cm Grosor del tallo:0.19 cm
Color: verde Color: verde Color: verde Color: verde
Planta 9 Altura: 13 cm Altura: 9.8 cm Altura: 7.3 cm Altura: 11.5 cm Altura: 8.4 cm
Grosor del tallo:0.44 cm Grosor del tallo:0.25 cm Grosor del tallo:0.42 cm Grosor del tallo:0.33 Grosor del tallo:0.17cm
Color: verde amarillo Color: verde Color: verde Color: verde amarillo Color: amarillo
CONCLUSIONES

Como se pudo observar, los biotratamientos elaborados a partir de un hongo promotor de crecimiento son efectivos
para tratar de mejorar las diferentes caracteristicas de las plantas, son de gran ayuda para que se puedan fortalecer en
su crecimiento, grosor del tallo y pigmentacion en comparacion de las que no son tratadas con los ellos. Es muy
importante resaltar la efectividad del tratamiento y que puede servir en plantas de jitomate pues es un cultivo de gran
interés agricola por su alta demanda de consumo, ademas que esto representa una alternativa para los agricultores que
necesitan la mejora de sus cultivos ya que esta reacciona positivamente al tratamiento, mostrando mejoras visuales
muy importantes, no muestra crecimiento de patégenos, ademas de que los tiempos de crecimiento son mayores que
el de la planta normal. Los resultados a nivel invernadero nos pueden dar pauta para futuras investigaciones en frutos,
y raices para evaluar la efectividad de este biotratamiento y ver si es apto para el consumo humano y sea una alternativa
para evitar el uso de pesticidas que deterioran nuestros ecosistemas y nuestra salud.
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VCRC CARACTERIZACION DE BIOPOLIMEROS SINTETIZADOS POR
BACTERIAS AISLADOS EN SUELOS CONTAMINADOS CON METALES
PESADOS DE XICHU GUANAJUATO

Victoria Guadalupe Delgado Perez' y Ma. Elena Calixto Olalde’
RESUMEN

El propésito principal de este trabajo fue caracterizar el polimero PHB (4cido hidroxibutirico) producido por la cepa
Cupriavidus necator DMS 5536, usando fructuosa como fuente de carbono. La caracterizacion consistio en la
identificacion quimica mediante FT-IR y determinacion de peso molecular por viscosimetria capilar. Los resultados
obtenidos en FTIR corresponden a lo reportados en la literatura para este polimero y el valor obtenido del peso
molecular fue de (3x10°gmol™). El rendimiento obtenido con respecto a la cantidad de células llegd a duplicarse, como
resultado de una mayor oxigenacion en el medio, mientras que el porcentaje de polimero extraido llego a ser de hasta
un 90%.
ABSTRACT

The main purpose of this work was to characterize the PHB (hydroxybutyric acid) polymer produced by the strain
Cupriavidus necator DMS 5536, using fructose as the carbon source. The characterization consisted in the chemical
identification by FT-IR and determination of molecular weight by capillary viscosimetry. The results obtained in FTIR
correspond to those reported in the literature for this polymer and the obtained value of the molecular weight was
(3x105gmol-1). The yield obtained with respect to the number of cells doubled as a result of increased oxygenation in
the medium, while the percentage of polymer extracted was up to 90%.

Molecular mass or molecular weight is the mass of a molecule, Viscometer, Strain in microbiology.

INTRODUCCION

Actualmente los polimeros sintéticos se encuentran presentes de manera muy marcada en la vida cotidiana, debido a
su durabilidad, facilidad de moldeo, bajo costo y resistencia a la biodegradacion, convirtiéndose en una industria muy
amplia la cual maneja altas demandas, siendo los polimeros producidos a partir de fracciones de petroleo crudo los
mas comunmente utilizados en el mercado; Estos no son renovables y tardan varias décadas en degradarse, lo que
implica una acumulacion excesiva en el medio ambiente que no se resuelve solo con el reciclaje de los plasticos debido
a que ofrece posibilidades limitadas mientras que la incineracién pueden producir compuestos toxicos, motivos por los
que se ha estado buscando fuentes alternativas y renovables que produzcan polimeros biodegradables con propiedades
similares a los polimeros sintéticos, siendo uno de los polimeros mas estudiados el PHB que es naturalmente
sintetizado por una variedad de organismos diferentes los cuales son considerados recursos renovables (Koller M.
Bona R. 2005). Las bacterias, productoras de PHB lo originan a menudo bajo condiciones de crecimiento
desequilibradas y lo acumulan en granulos en el citoplasma como carbono intracelular o compuestos de
almacenamiento de energia, siendo aproximadamente 150 constituyentes de PHB los que han sido identificados. Esta
gran diversidad de mondmeros proporciona un amplio espectro de polimeros con propiedades fisicas y mecanicas
variables, desde polimeros cristalinos duros hasta cauchos elasticos, los cuales dependen de las unidades monoméricas
incorporadas (Teinbu Chel A 1996). Motivo por el que es conveniente evaluar las caracteristicas del polimero
producido.

MARCO TEORICO

Actualmente existen mercados interesados en el desarrollo de plasticos biodegradables producidos a partir de fuentes
renovables de energia, que pretenden sustituir a los plasticos desechables, con el fin de reducir la contaminacion.
Motivo por el cual se ha comenzado a ampliar el campo de estudio de microorganismos tales como (Ralstonia
metallidurans, Bacillus megaterium o Copriavidus necator) los cuales que tiene la capacidad de producir polimeros
con las caracteristicas necesarias para cubrir estos requerimientos.
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Entre los microrganismos antes mencionados existe una bacteria denominada Copriavidus necator la cual €s una
bacteria oxidante del hidrogeno, capaz de adaptarse facilmente a estilos de vida tanto heterotroficos como autotroficos
utilizando compuestos organicos como el hidrogeno como fuente de energia, (Pohlmann, A., Fricke, W. 2006). C
necator tiene la capacidad de realizar respiracion aerdbica o anaerdbica mediante la desnitrificacion de nitrato y / o
nitrito a nitrégeno gaseoso (Cramm, R. 2009). Ademas de que tiene la habilidad de fijar el carbono a través de la via
de fosfato de pentosa. (Bowien, B.; Kusian, B. 2002). lo que le permite producir plasticos de polihidroxialcanoato
(PHB) cuando se expone a cantidades en exceso de sustrato de azucar; permitiendo que el PHB se acumule a niveles
de hasta alrededor del 90% del peso seco de la célula.; motivo por el que una gran cantidad de investigadores pretenden
aprovechar la conducta de estos microrganismos para extraer el PHB, el cual es un polimero semicristalino, isotactico
a base de 4cido (R)-3-hidroxibutirico, con un punto de fusion, cercano a los 180 °C, un médulo de Young que puede
llegar a ser de hasta (3.5GPa) y una resistencia a la tension que alcanza valores de hasta (43MPa) (Chodack I.
2002).Caracteristicas que hacen que el PHB presente propiedades muy similares a las de los termoplésticos sintéticos,
ademas de que es totalmente biodegradable y biocompatible, por lo que se ha estado analizado su uso potencial como
alternativa a los plasticos artificiales en algunas aplicaciones de pintura, embalaje y medicina (Robert J. Young and
peter A. Lovell 2011); A pesar de esto, las propiedades del polimero pueden variar en forma precipitada debido a las
caracteristicas estructurales del polimero tales como su un grado de polimerizacion (n), su temperatura de transicion
vitrea y su peso molecular pueden variar de entre (2,500-10,000)g/mol y de (0a 30)°C , (1 x 10 *-1x10%) g mol ~'(
Roland Alexander Durner 1998) respectivamente; Siendo estas las que determinan el comportamiento mecéanico del
polimero y que al mismo tiempo se ven afectadas por diversos factores como (el método de cultivo, la fuente de
carbono utilizada para nutrir el medio, las concentraciones utilizadas en el cultivo, entre otros), motivo por el que en
este trabajo se procedio a estudiar el desempefio de las propiedades del polimero producido por la bacteria Copriavidus
necdtor a partir del analisis del peso molecular producido por la bacteria, cuando esta es nutrida con fructuosa, ya que
el peso molecular es el principal factor estructural que rige la conducta de un polimero y el desempeiio de sus
propiedades fisicas y mecdnicas.

METODOS Y MATERIALES

Microorganismo: A lo largo de este trabajo se utilizd una bacteria denominada cupriavidus necator (ralstonia
eutropha) DMS 5536 proveniente de Cierra de Lobos, la cual fue proporcionada y conservada por el cepario del
departamento de biologia del Instituto Superior de Irapuato (ITESI) en cajas Petri con medio LB solido a 4 °C.

Preparacion de los medios de cultivo y crecimiento: Para el proceso de crecimiento de la bacteria se prepararon 25
mL de medio LB liquido, con concentraciones de 5g/L de peptona marca divico, 2 g/L de extracto de, levadura, marca
Divico y 5g/L NaCl con una pureza del 99%, marca Faga lab, mientras que para el medio de crecimiento y produccion
de PHB se prepararon 2L con concentraciones de 0.5g/L de NH4ClI con una pureza del 99.9%, marca Fer mont, 2.3g/L
de KH,POycristalino con pureza del 99.5% marca J.T. Baker, 2.3g/L de Na,HPO, con de pureza del 98% marca Meyer,
0.5g/L de MgSO, heptahidratado con pureza del 98% marca Meyer, 0.5g/L de NaHCO; con pureza de 99.7% marca
Resol, 0.5 de citrato férrico grado técnico marca Sigma Aldrich, 0.01g/L de CaCl, y 20g/L de Fructosa marca Resol.

Inoculacion: Se transfirio la sepa al primer medio de cultivo (LB) en estado liquido, del cual se prepararon 25 ml, en
matraces Erlenmeyer de 50ml los cuales fueron tapados con aluminio, después de a ver sido inoculados y
posteriormente, agitados en un dispositivo shaker a 120 rpm, por un periodo de tiempo de 72hrs. suficiente para que
la solucion se tornara turbia a causa del crecimiento de la bacteria e inmediatamente después de a ver terminado el
periodo de agitacion se procedié a tomar 2 mL de la solucion LB para transferirla a el segundo medio de crecimiento
del cual se prepararon 2 soluciones de S00ml en matraces Erlenmeyer de 2L, y en la segunda ocasion se prepararon 6
soluciones de 166.5 mL en 6 matraces Erlenmeyer de 500mL los cuales de igual manera fueron tapados con aluminio,
y agitados en un dispositivo Shaker a 120 rpm. Pero en esta ocasion por un periodo de 130 hrs, para consecutivamente
continuar con la lisis.



Método de extraccién: Se procedio a trabajar con la lisis por medio de detergentes, la cual fue complementada con
otros métodos, para mejorar su eficiencia, los pasos seguidos fueron, colocar la solucién obtenida de los medios de
crecimiento en tubos falcon de 45ml. para posteriormente centrifugar los en una centrifuga de marca Hettich modelo
MIKRO 200/200R, (con el fin de sedimentar, las bacterias presentes en el medio), después de a verse sedimentado se
procedio a retirar el liquido sobrante y tomar 10ml de solucion SDS al 1% la cual utilizamos para Re-suspender las
bacterias sedimentadas, esto con el fin de acelerar el proceso de ruptura de la bacteria, ya que el SDS actiia como un
surfactante; Luego de re-suspender la bacterias sedimentadas, se tomaron alrededor 25 perlas de vidrio las cuales
fueron colocadas en los tubos falcon, que inmediatamente fueron cerrados y sometidos a vortex en un agitador de
marca HEATHROW SCIENTIFIC y modelo HS-120209 durante un periodo de 5 minutos a 1000 rpm. Y
consecutivamente se colocaron los tubos en bafio maria dentro de un vaso de precipitado de 2L con agua, la cual fue
calentada a 80°C con ayuda de un termo-agitador, marca Arsa modelo AR-313 durante una hora y luego se dejo enfriar
al aire alrededor de 45min o hasta que la temperatura de los tubos bajara a 30 °C, lo que permitié la salida del material
intracelular; el cual fue separado de la siguiente manera, se colocaron 10mL de cloroformo (CHCL;) en los tubos
falcon que contenian a las bacterias, y las esferas de vidrio para posteriormente aplicarles 2 min de vortex en un agitador
de marca HEATHROW SCIENTIFIC y modelo HS-120209 a 1000 rpm, al término de la agitacion, se vaciaron las
soluciones en un embudo de separacion, con tapa de vidrio de 250ml el cual fue agitado3 veces para liberar la presion,
posteriormente se procedio a descargar en un tubo falcon la fase mas clara de la solucion, repitiéndose dos veces este
procedimiento de lavado en la solucion con el surfactante, luego de terminar los lavados, se eliminé el cloroformo, con
dos métodos distintos, primero fue con un Rotavapor de 1000 ml y modelo RE100-PRO a el cual le adaptamos un
matraz bola de 50ml con la finalidad de reducir el are de donde se raspo el polimero obtenido, para finalmente vaciarlo
en tubos Eppendorf , mientras que el segundo consto de dejar reposar el tubo Falcon con la solucidén obtenida y sin
tapa en un horno con una temperatura de 70°C durante un periodo de 12 horas, con la finalidad de volatilizar el solvente,
y posteriormente rasparle polimero obtenido y vaciar en tubos Eppendorf, en los cuales se almacenaron las muestra
hasta el momento de su analisis.

Caracterizaciéon por Infrarrojo: Las muestras fueron preparadas con bromuro de potasio y corridas en un equipo
Spectrum 2000 con un rango de 4000-500 cm-1 teniendo como finalidad de analizar la estructura quimica del material
extraido y de esta manera corroborar que es PHB.

Caracterizacion por Viscosimetria: El peso molecular se determind con un viscosimetros Oswald, el cual se coloco
dentro de un vaso de precipitado de 2L con agua en forma totalmente perpendicular a la base del vaso, que estaba sobre
una parrilla de agitacion mientras era sostenido con unas pinzas de tres dedos las cuales estaban montadas en una de
las barra de un soporte universal doble, al mismo tiempo que el agua se agitaba con un agitador magnético y se regulod
la temperatura del sistema a 30°C con un termémetro montado en la segunda barra del soporte universal doble; como
se muestra en la (Figura 1) ubicada en la parte inferior.

(Figura 1) Sistema montado

Después de montar el sistema se prepararon 5 soluciones de (CHCCI;) cloroformo con concentraciones de (0.2, 0.4,
0.6,0.8 y 1) g/dl de PHB respectivamente de las cuales se tomaron 3ml de cada una para realizar la medicion , iniciando
con la medicion del tiempo de caida del solvente puro para continuar con cada una de las diluciones, el viscosimetro
fue lavado con cetona y secado con aire entre cada una de las mediciones, la temperatura del sistema era monitoreada
con ayuda de un termémetro y un pirdmetro electronico y los tiempos de caida fueron medidos con ayuda de un
cronometro de marca (Healteacher) y se midio el tiempo de caida 5 veces por cada muestra arrojando los resultados
presentes en la (Figura 2)

Solvente Ca) C2) Ce) Ca) C(5)
36.998 37.32 37.906 38.8 40.086 41.504

(Figura 2) Tiempos de caida promedio

Con los valores obtenidos se procedié a manejar la nomenclatura propuesta por la (Union internacional 1952), a partir
de la aplicacion de la ecuacion presente en la (Ecuacion 1).

Rep- n-n _to
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(Ecuacion 1) Viscosidad especifica, nomenclatura de la unién internacional 1962
Después de obtener el valor de la viscosidad especifica se procedio a calcular el peso molecular del polimero a partir de la (Ecuacion
2), tomando como valores de [K] y [a], (1.18X10_3) y (0.78) respectivamente [6].
[n] 0CCHC13 =K [Mv]*
(Ecuacion 2) Relacién entre viscosidad y peso molecular
RESULTADOS
Efecto del método de extraccion en el rendimiento: EI PHB producido por la bacteria Copriavidus necdtor puede

acumularse a niveles de hasta alrededor del 90% del peso seco de la célula por lo que, para determinar el rendimiento
de los dos métodos de extraccion utilizados en este trabajo, se pesaron las células obtenidas después de cada
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centrifugacion y se consideraron los gramos de PHB obtenidos por extraccion dando como resultado un 90% de
eficiencia entre cada extraccion, cuando es utilizado el rota vapor a diferencia de cuando se utilizo el horno del cual se
obtuvo un rendimiento de alrededor del 80%, de acuerdo a los resultados, se llega a la conclusion de que el rota vapor
el rota vapor es el método de extraccion mas eficiente, efecto que puede verse atribuido a que este equipo tiene la
capacidad de eliminar los solventen a bajas temperaturas, lo que evita la descomposicion del polimero, mientras que
al extraer el solvente con el horno cabe la posibilidad de que cierto porcentaje de polimero se degrade. Ademas de que
se logré comprobar que la cantidad de oxigeno presente en los medios, proporciona a las bacterias un medio idoneo de
crecimiento, por lo que se obtuvo casi el doble del rendimiento en el método que se utilizaron 6 matraces de 500mL
en comparacion con en el método en el que se usaron 2 matraces de 2L, esto sin afectar las propiedades estructurales
del polimero extraido.

FTIR: Se realizo un FTIR al producto extraido, en busca de las principales bandas caracteristicas del PHB, las cuales
son 1728 cm-1 (C=0), 2928 cm-1 (C-H), estas bandas se encontraron presentes en el espectro (Figura 3) lo que permitid
confirmar que efectivamente el producto extraido es PHB.
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(Figura 3). Espectro infrarrojo obtenido del analisis donde se observan las principales bandas del PHB

Peso molecular: Los resultados de viscosidad obtenidos de cada solucion, con respecto a su concentracion se muestra
en la (Figura 4) de la cual se tomo el valor de (b) obtenido en la educacion de la recta como el valor de viscosidad
especifica del polimero.
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(Figura 4) Nomenclatura Ul

La viscosidad especifica derivada de la grafica sirvio para determinar el peso molecular del PHB, obteniendo un valor
de (3x10° g mol - 1Y el cual se encuentra dentro del intervalo de pesos moleculares reportados para este polimero, siendo
el rango de (1 x 10 4.1x10°%) g mol ~ " motivo por el que se puede considerar usar este método para obtener pesos
moleculares medios, los cuales son requeridos en ciertas aplicaciones como por ejemplo en dispositivos de renegacion
osea que sean biodegradables, en jabones, en champus, en tintes, en maquillaje, empaques alimenticios entre otros;
Debido a que los pesos moleculares medios suelen ser suficientemente resistentes como para realizar las funciones
correspondientes antes de llegar a comenzar a sufrir degradacion, por lo que son perfectos para ser utilizados dentro
de areas como ( Biomedicina, higiene personal, Alimenticia, etc.).

CONCLUSIONES

La bacteria Copriavidus necdtor tiene la capacidad de producir PHB con pesos moleculares medios a los reportados
en la literatura cuando se utiliza fructuosa como principal fuente de carbono siendo una de las mas recomendables para
producir lo, esto puede ser corroborado por (Barbosa Marcela 2005). Ademas, se logré demostrar que la cantidad de
aire presente en los medios no afecta directamente a las propiedades del polimero solo a la produccion de bacterias, lo
que nos permite afirmar que entre mayor sea la cantidad de oxigeno en el medio, mayor sera la produccion celular, y
que para obtener un rendimiento mayor de PHB al momento de la extraccion es recomendado utilizar equipos similares
al rotavapor que manejen la evaporacion de solventes a bajas temperaturas.
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“OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DEL AGUA DE POZO UBICADO EN EL
ITSMEM SEGUN SUS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y
BACTERIOLOGICAS PARA USOS DIVERSOS”

Axel Arnulfo Pérez Zamora' y Adriana Hernandez Cordova®.
RESUMEN

Este proyecto contiene informacion sobre la calidad del agua incluyendo todas las propiedades que esta debe tener.
Ademas, de acuerdo a los analisis fisicoquimicos realizados al agua de pozo que se encuentra dentro de las
instalaciones del ITSMEM, se proponen diferentes métodos para que esta agua alcance la calidad optima para
nuestros fines, también se presentan de manera clara las ventajas y desventajas en la utilizacion del agua con alto
contenido de azufre y como contrarrestar éste para fines de riego de jardines del ITSMEM vy otros probables usos.

ABSTRACT

This project contains information on water quality including all the properties it should have. In addition, according
to the physicochemical analyzes performed to the well water that is inside the ITSMEM facilities, different methods
are proposed so that this water reaches the optimum quality for our purposes, also the advantages and disadvantages
in The use of water with a high content of sulfur and how to counteract it for irrigation purposes of ITSMEM gardens
and other probable uses.

Palabras clave: PH, Conductividad, Solidos totales disueltos, salinidad, azufre, tratamiento de agua.
INTRODUCCION

Este proyecto consta de una propuesta en la cual se realizd una investigacion sobre la optimizacion de tratamientos
de agua y los posibles usos del agua del instituto partiendo del analisis fisico-quimico y bacteriolégico, con el
objetivo de lograr usar el agua con la seguridad de que cuenta con la calidad necesaria para el riego y algunos usos
alternativos.

MARCO TEORICO

El principal problema que afecta la calidad del agua de riego es la salinidad. Cuando hablamos de salinidad nos
referimos a la conductividad eléctrica (CE), usada comunmente en la agricultura y jardineria.

Un nivel alto de salinidad del agua reduce el rendimiento de los cultivos, aunque distintas plantas y cultivos varian su
tolerancia a la salinidad. A continuacion se presenta una tabla con cultivos segun la tolerancia a la salinidad.

Tabla. 1. Clasificacién de los cultivos segun la tolerancia al riego con aguas salinas (Hass y Hoffman, 1977):

Tolerantes Muy tolerantes

CE (uS/em) limite de 1.300 — 4.000 2.700 - 5.300

tolerancia
Alfalfa, Espinacas, Remolacha, Algodon,

. Tomate, Brocoli, Granada, | Cebada grano, Remolacha

Cultivos . . . .
Olivo, Higuera, Soja, azucarera, Sorgo, Trigo,
Trigo Soja

La salinidad se mide en un conductivimetro y el parametro mas comun para determinarla es el dS/m
(dS=deciSiemens).



¢ Entre 0 y 2 dS/m: Tolerable para casi cualquier tipo de planta o cultivo.

¢ Entre 2 y 4dS/m: Limitante para algunos cultivos y plantas sensibles a la salinidad.
* Entre 4 y 8 dS/m: Pocas especies son resistentes.

e Superior a 8§ dS/m: Altamente salina.

La desalinizacion puede realizarse por medio de diversos procedimientos, entre los que se pueden citar:

*  Osmosis inversa

¢ Destilacion

¢  Congelacién

¢ Evaporacion relampago

¢ Formacion de hidratos

Habitualmente los pardmetros que componen al agua con calidad de riego son las siguientes:

Tabla. 2. Parametros de Calidad

Pardametros de Calidad Simbolo Unidad Intervalo usual
.. o CE a25°C uS/em 0-3000
Conductividad eléctrica CEa25°C iS/em 03
Materia Disuelta Total MDT mg/l 0-2000
Calcio Ca2+ mg/1 0-400
Magnesio Mg2+ mg/l 0-60
Sodio Na+ mg/l 0-900
Carbonatos C0O2-3 mg/l 0-3
Bicarbonatos HCO3- mg/l 0-600
Cloruros Cl- mg/l 0-1100
Sulfatos S02-4 mg/l 0-1000
Boro B mg/l 0-2
pH pH - 6.5-8.5
SAR SAR - 0-15

Dureza. Las aguas con menos de 50 ppm de CaCOj; se llaman blandas, hasta 100 ppm de CaCOs, ligeramente duras,
hasta 200 ppm de CaCOs, moderadamente duras, y a partir de 200 ppm de CaCOs, muy duras.

Lo frecuente es encontrar aguas con menos de 300 ppm de carbonato célcico, pero pueden llegar hasta 1000 ppm e
incluso hasta 2000 ppm.

La eliminacion de la dureza se hace, principalmente, por descalcificacion o ablandamiento por intercambio idnico
con resinas.

El azufre es un nutriente esencial para el crecimiento vegetal. En los ultimos afios, las deficiencias de este nutriente
se han vuelto mas frecuentes y la importancia del azufre en la produccion de cultivos es cada vez mas reconocida.
Por mucho tiempo fue considerado como un nutriente secundario, pero ahora se esta convirtiendo como el 'cuarto
macronutriente' mas reconocido, junto con el nitrogeno, fosforo y potasio.

Las oleaginosas, leguminosas, forrajes y algunas hortalizas requieren azufre en cantidades considerables. En muchos
cultivos su cantidad en la planta es similar a la del fosforo.

El tratamiento del azufre en el agua del pozo se puede hacer en una variedad de formas, desde la aireacion de los
tratamientos con cloro.
Instrucciones

I Usar un kit de prueba de agua para determinar el nivel de pH y el contenido de azufre en el agua. La lectura de la
prueba del agua va a determinar el mejor tipo de filtracion para su bienestar.

2 Instalar un sistema de filtracién de aireacion para los niveles mas bajos de azufre en el agua. La aireacion se separa
el azufre del agua y ventila en el aire fuera del pozo. Esto puede hacer que el 4rea fuera de su bien con el olfato, pero
el agua en si ya no tendra un olor a azufre. La aireacion no requiere productos quimicos y es mas seguro para el
medio ambiente.

3 Tratar a mayores niveles de azufre en el agua con un sistema de cloro. Una bomba de alimentacion quimica
continua puede ser instalada y programada para inyectar la cantidad correcta de cloro en el agua, basado en su
consumo de agua.

4 Retire el azufre del agua potable con un filtro de arena verde de manganeso. El filtro de arena verde de manganeso
oxida el azufre en el agua, convirtiéndose en particulas sélidas que luego son filtrados fuera del agua.

5 Utilice un filtro de carbdn activado para eliminar los bajos niveles de azufre a partir de su agua. Debido a que el
carbon activado sélo puede eliminar pequefias cantidades de azufre, este tipo de filtro tiene que ser mantenido
regularmente.
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METODOLOGIA

La investigacion se llevo a cabo usando la técnica de investigacion aplicada buscando resolver de manera rapida y
concreta los problemas que presenta el agua del ITSMEM los cuales son el exceso de sal y la dureza de la misma.
Ademas de la investigacion Cuasi-experimental en el cual se manipulan algunas variables para obtener datos sobre
los resultados esperados esto en base a las propiedades presentes en el agua.

RESULTADOS Y DISCUSION

Gracias a la investigacion realizada en diferentes fuentes se logré obtener informacion precisa sobre la calidad del
agua tomando en cuenta puntos como el azufre en el agua, la conductividad (salinidad), la dureza, ademas de
encontrar algunos usos alternos y procesos para mejorar la calidad del agua, a continuacion se presenta una tabla con
los resultados obtenidos.

Tabla. 3. Resultados Obtenidos

OBJETIVOS

RESULTADOS

1. Posibles usos que se le puede dar al agua de
pozo dentro de las instalaciones del ITSMEM
con las caracteristicas fisicoquimicas
establecidas en el reporte de andlisis
fisicoquimico y el alto contenido de azufre.

De acuerdo a la investigacion realizada se encontrd
dentro de las posibilidades usar el agua tal y como esta
para riego, aunque es riesgosa se encontraron algunos
cultivos que son tolerantes a la salinidad en altas
cantidades.

Ademas se encontré posible el uso del agua para la
crianza de especies acuaticas, a pesar de que no tiene
mucha relaciéon con el ITSMEM es un uso del cual se
podria sacar algun beneficio.

En cuanto al alto contenido de azufre se encontré que es
de gran beneficencia para las plantas y cultivos, y para
lograr eliminar el mal olor con el proceso de aireacion y
tratamientos con cloro.

2. Buscar también las caracteristicas que deberia
tener el agua para poder utilizarla y de acuerdo
a esto, buscar y proponer algun equipo de
tratamiento de agua que se pueda adaptar a la
cisterna que contiene el agua de pozo.

Se obtuvo informacion sobre las caracteristicas que
debe tener el agua adecuada para el riego y se observo
que el agua del ITSMEM tiene un valor de conductividad
muy elevado al igual que el de la dureza por lo que se
propone utilizar procesos de desalinizacion como la

osmosis inversa, destilacion, congelacion y formacién de
hidratos y de abundamiento del agua que se lleva a
cabo con un descalcificador mediante resinas de
intercambio i6nico.

CONCLUSIONES

De acuerdo a la investigacion recabada para la elaboracion de este proyecto se pudieron obtener datos importantes
para la utilizacion del agua del ITSMEM de manera que se lleg6 a la conclusion de que el agua del instituto esta en
condiciones inapropiadas para el riego de cultivo y jardines, pero existe la posibilidad de usarse en algunos cultivos
resistentes a la salinidad y gracias a esto se propone la formacion de un huerto que pueda dar cosechas benéficas para
el instituto y ademas que sirva de practica para las nuevas tecnologias agricolas que existen en el mundo.

Por otra parte se encontraron procesos con los cuales se puede tratar el agua hasta ser de calidad para el riego de
cualquier cultivo, entre estos procesos se encontraron de desalinizacion como la osmosis inversa, destilacion,
congelacion y formacion de hidratos y de abundamiento del agua que se lleva a cabo con un descalcificador
mediante resinas de intercambio i6nico, proceso de aireacion y tratamientos con cloro. Los procesos anteriores se
llevan a cabo mediante equipos que constan de filtros, bombas, etc. Ademas se obtuvieron las siguientes
recomendaciones para trabajar el riego con aguas saladas, el riego debe ser abundante y poco frecuente, regar por la
noche o temprano por la mafiana para evitar la pérdida por evaporacion y la concentracion de sales en las hojas, regar
por goteo es mejor que regar por aspersion, no se debe regar bajo condiciones de viento o calor.

En conclusion este proyecto reafirma que la optimizacion del agua es de suma importancia y que es necesario
siempre tener en cuenta las propiedades presentes en el agua para poder usar las herramientas, métodos o
procedimientos necesarios para tener los beneficios esperados.
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PILAS MICROBIANAS CREANDO ENERGIA CON AGUAS RESIDUALES

José Miguel Ferrifio Guerrero ! y Baruck Francisco Alvarado 2
RESUMEN

Las baterias microbianas, son el objeto central de esta investigacion, se presentan como una nueva propuesta para la
creciente demanda social y tecnologia que el hombre ha desarrollado en aparatos de uso doméstico y uso diario de
comunicacion. Estas pilas funcionan a través de energias renovables, se analiza cada una de las energias renovables
para elegir la mas viable, después de iniciar y explicar la aplicacion de la energia eléctrica generada a través de las
aguas residuales como la mejor opcidon encontrada hasta el momento, se explica la medicion y los resultados
obtenidos con los prototipos generados a partir de la implementacion de la energia eléctrica generada a través de las
aguas residuales.

ABSTRACT

Microbionic batteries, the central objetc of this reserch, are presented as a new proposal for the growing social
demand and technology that man has developed in everyday communication devices, these baterries operate through
renewable energies. Each renewable energy is analyzed to choose the most viable. After starting and explaining the
application of the electric energy generated through the wastewater as the best opinion found so far it explains the
measurement and the results obtained with the prototypes generated from the implementation of the electric energy
generated trough the wastewater.

Palabras Clave: microbianas , energia , fuentes, ambiente ,renovable

INTRODUCCION

El cuidado del medio ambiente debe ser un tema prioritario en cuestion de politicas publicas puesto que son muchos
los problemas ambientales que hoy en dia nos aquejan y que hacen cada vez mas evidente las consecuencias de la
irresponsable forma en que nuestra civilizaciéon se ha ido desarrollando. En el presente trabajo se hace una
investigacion de la creacion de pilas de combustible microbianas (MFCS) funcionando con aguas residuales.
Haciendo posible este proyecto en la ciudad de Aguascalientes, Aguascalientes, trabajando en las instalaciones del
instituto tecnolégico de Aguascalientes, por parte del El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt).

Este tipo de actividades son necesarias para el buen desarrollo de las ciudades en crecimiento ya que de esta forma
ayuda a crecer de una manera mas ordenada y sin descuidar las situaciones que son un problema en la actualidad
porque si no se atienden a la brevedad seguiran agravandose y haciéndose mas dificiles de solucionar .Se busca que
de forma mas natural logremos crear energia eléctrica para asi mismo no agotar y saturar los recursos que se tiene
actualmente ,se le llama nueva modalidad a las energias renovables pues muchas de ellas aun no son descubiertas o
se inician los procesos de creacion , Revisando la historia la historia encontramos que desarrollo sustentable ha
adquirido peso e importancia para cualquier institucion y la sociedad, pues todos queremos tener una calidad de vida
integra pero también poderles proporcionar de esta a los futuros pobladores .

JUSTIFICACION

El tema de nuestra investigacion son las pilas de combustible microbianas es un tema relativamente nuevo, por eso es
importante hacer mencion que esta investigacion es amplia y de interés progresivo por la necesidad de una creciente
demanda ecologica para poder crear energia eléctrica, la energia generada por estas baterias, abastecera los aparatos
de uso cotidiano. Por tal motivo las pilas de combustible microbianas surgen para presentar a la sociedad una
alternativa ecoldgica que permitird abastecer de electricidad de uso cotidiano siendo asi un fomento al publico a la
inclinacion de eleccion por productos ecoldgicos, creando asi, una conciencia por practicas que protejan al medio
ambiente y al mismo tiempo satisfacer las necesidades basicas de las personas.

Con este proyecto también se incorpora la ciencia aplicada para satisfacer demandas de la creciente entiendan de
indole social, empresarial y ecoldgico. Se eligido porque es necesario para el desarrollo de las nuevas energias
renovables, asi mismo, dando el primer paso para conocer y abastecer la electricidad de manera diferente a lo
tradicional , cabe mencionar que esta investigacion se basa en poder lograr hacer uso de ella para abastecer aparatos
electronicos, por ejemplo los celulares, computadoras, planchas, etc. Es importante conocer sobre el tema porque
este nos guiara a un futuro y saber como desempeiiarse eficientemente y con un desarrollo sustentable, garantizando

102



asi en la nueva produccion para aparatos de uso cotidiano. Los grandes avances tecnologicos son el mejor intento del
hombre por imitar la perfeccion de la naturaleza.

MARCO TEORICO

Existe un conjunto de gases que cambian la capacidad del planeta de enfriase o calentarse alterando asi los ciclos y
patrones climaticos que hasta el siglo pasado estaban de cierta forma estable. Tales ciclos y patrones climaticos
habian estado estables por gran parte de la historia conocida del ser humano, pero ahora estan siendo afectados; por
primera vez en la historia, por la actividad humana, este tipo de evento nunca se habian experimentado en la tierra y
hemos llegado a un punto de inflexion en el cual ya nos sera muy dificil revertir estos efectos sobre el planeta tierra.
Dichos efectos son tan variados como intensos, y van desde el calentamiento generalizado en el planeta, el aumento
de las temperaturas en los polos, el efecto el nifio mas intenso y con mayor regularidad, huracanes cada vez mas
potentes y destructivos, y por ltimo el aumento en el nivel del mar; trayendo consigo consecuencias inimaginables,
ya que mas de la mitad de la poblacion del planeta vive en zonas costeras propensas a inundarse.

Hay que enfatizar que dentro de los gases de efecto invernadero el que mas peso tiene es el monoxido de carbono, ya
que actia como una capa que cubre el planeta completamente y no permite reflejar los rayos del sol de vuelta al
espacio, creando un calentamiento artificial.

Por lo que es de gran importancia saber nuestra huella de carbono; la cual es un coeficiente que nos permite saber
cuanto monoxido de carbono dejamos por nuestra actividad humana y colectiva , asi mismo es como en la
electricidad es para nosotros un gran beneficio, desde la energia corporal que tenemos, hasta la energia para subsistir
anterior mente se manejaba luz a base de fuego prendiéndolo con diésel , en la actualidad tenemos una infinidad de
aparatos electronicos que necesitan energia para su uso, La energia es la capacidad de los cuerpos para realizar un
trabajo y producir cambios en ellos mismos o en otros cuerpos. Es decir, la energia es la capacidad de hacer
funcionar las cosas. La unidad de medida que utilizamos para cuantificar la energia es el Joule (j).

Transferencia de energia Hay tres formas de transferir energia de un cuerpo a otro, el trabajo cuando se realiza un
trabajo se pasa energia a un cuerpo que cambia de una posicion a otra. Por ejemplo, si en casa desplazamos una caja,
estamos realizando un trabajo para que su posicion varie .Ondas Las ondas son la propagacion de perturbaciones de
ciertas caracteristicas, como el campo eléctrico, el magnetismo o la presion, y que se propagan a través del espacio
transmitiendo energia, Calor Es un tipo de energia que se manifiesta cuando se transfiere energia de un cuerpo
caliente a otro cuerpo mas frio.

Sin embargo, no siempre viaja de la misma manera, existiendo tres formas diferentes de transferencia energética:

. Conduccién: cuando se calienta un extremo de un material, sus particulas vibran y chocan con las particulas
vecinas, transmitiéndoles parte de su energia.

. Radiacion: el calor se propaga a través de ondas de radiacion infrarroja (ondas que se propagan a través del
vacio y a la velocidad de la luz).

. Conveccion: que es propia de fluidos (liquidos o gaseosos) en movimiento.

La energia se manifiesta de diferentes maneras, recibiendo asi diferentes denominaciones seglin las acciones y los
cambios que puede provocar.

. Energia mecénica

. Energia cinética

. Energia potencial

. Energia interna

. Energia térmica

. Energia electromagnética
. Energia quimica

. La energia nuclear

Propiedades de la energia

La energia tiene 4 propiedades basicas:

. Se transforma. La energia no se crea, sino que se transforma, siendo durante esta transformacién cuando se
ponen de manifiesto las diferentes formas de energia.

. Se conserva. Al final de cualquier proceso de transformacion energética nunca puede haber mas o menos
energia que la que habia al principio, siempre se mantiene. La energia no se destruye.

. Se transfiere. La energia pasa de un cuerpo a otro en forma de calor, ondas o trabajo.

. Se degrada. Solo una parte de la energia transformada es capaz de producir trabajo y la otra se pierde en

forma de calor o ruido (vibraciones mecanicas no deseadas).

Por otra parte existe otra manera de crear energia que son Energia verde es un término que describe la energia
generada a partir de fuentes de energia primaria respetuosas con el medio ambiente. Las energias verdes son energias
renovables que no contaminan, es decir, cuyo modo de obtenciéon o uso no emite subproductos que puedan incidir
negativamente en el medio ambiente.

Las energias renovables (también conocidas como limpias) son todas aquellas energias que no originan ni gases de
efecto invernadero ni ninguna otra emision perjudicial para el medio ambiente. Son energias renovables la hidraulica,
la solar, la edlica, la mareomotriz, la geotérmica o la que produce la biomasa.
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La produccion de algunas de ellas esta supeditada a las condiciones climatoldgicas, pero en general se encuentran en
una cantidad ilimitada en la naturaleza.

Pese a que este tipo de energias suelen tener buena prensa, su uso tiene ventajas y desventajas. Lo que si es una
evidencia y no admite discusion es que tarde o temprano estaremos obligados a usarlas ya que seran la unica
alternativa posible y viable cuando agotemos los combustibles fosiles como el carbon o el petréleo.

. No contaminan.

. Son inagotables

. No necesitan planes de vigilancia para los residuos que generan, como por ejemplo si necesita la energia
nuclear.

. Generan mas autonomia tanto en el ambito comercial como en el residencial, ya que, por ejemplo, se puede

cubrir la demanda energética con energia solar.

. Generan puestos de trabajo y dan lugar a nuevos ambitos de investigacion e innovacion.
. No suponen ningtin tipo de amenaza para la salud de las personas, ni afectan negativamente a la flora y la
fauna.

Aun asi, también presentan desventajas, aunque ni de lejos tantas como presentan las no renovables. Estas son
algunas de ellas:

. El alto coste de inversion. Tienen un alto coste inicial y no suelen ser rentables hasta pasado un tiempo, por
lo que pueden suponer un riesgo de inversion.

. Puede llegar a producirse de forma intermitente (segiin sean las condiciones meteorologicas), hecho que
provoca que su disponibilidad pueda no estar siempre garantizada.

. Requieren de grandes espacios para poder ser eficientes. Asi, por ejemplo, si quieres generar una gran
cantidad de energia eléctrica con paneles solares, necesitaras una gran extension de terreno donde colocar los paneles
que generen la energia verde.

. No poseen una naturaleza difusa, es decir, no todos los tipos de energia renovable pueden utilizarse en
cualquier lugar, a excepcion de la energia geotérmica, que es un poco mas versatil. Aun asi, ésta necesita lugares
donde la capa terrestre es mas fina para que su generacion resulte mas eficiente.

. Algunas energias verdes generan un impacto paisajistico. La energia edlica, por ejemplo, tiene un impacto
sobre el paisaje ya que necesita de la instalacion de aerogeneradores de grandes dimensiones, cuyas hélices también
pueden generar problemas a algunas aves.

METODOS Y MATERIALES

Como método para recabar la informacion nos enfocamos en visualizar el prototipo que hasta ahorita se tiene, ahi
sacamos algunas caracteristicas y observamos la manera de funcionar, como también encontramos en libros y anexos
de investigacion existente fundamentada, basada en las energias renovables (energias verdes) con ayuda con
especialistas y doctores en este tema llegamos a cabo la practica con la finalidad de encontrar la innovacion.

RESULTADOS

Asi pues, queda claro que las ventajas que ofrecen las energias renovables son superiores a los inconvenientes que
pueden llegar a generar. La mejora de la eficiencia y la rentabilidad de estas energias alternativas se basan en el
estudio, la investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias que complementen a las actuales y las mejore, a fin de
generar mejores resultados y beneficios econdémicos

CONCLUSIONES

Asi pues, queda claro que las ventajas que ofrecen las energias renovables son superiores a los inconvenientes que
pueden llegar a generar. La mejora de la eficiencia y la rentabilidad de estas energias alternativas se basan en el
estudio, la investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias que complementen a las actuales y las mejore, a fin de
generar mejores resultados y beneficios economicos.
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“OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DEL AGUA DE POZO UBICADO EN EL
ITSMEM SEGUN SUS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y
BACTERIOLOGICAS PARA USOS DIVERSOS”

Néstor Hugo Ramos Escalante' y Adriana Hernandez Cérdova’.

RESUMEN

Esta investigacion se realizé con la finalidad de aprovechar un pozo de agua ubicado en el ITSMEM para diferentes
usos tales como el riego de jardines, realizandose primeramente una toma de muestra de dicha agua y posteriormente
se le realiz6 el analisis fisicoquimico, el cual arroj6 una elevada dureza y contenido de azufre principalmente, lo cual
representa hasta cierto punto un problema para el riego. Por lo anterior se proponen diferentes métodos de
tratamiento de agua para obtener de ella las caracteristicas 6ptimas.

ABSTRACT
This research was carried out with the purpose of taking advantage of a well of water installed in the ITSMEM for
different uses such as the irrigation of gardens, firstly taking a sample of said water and later the physicochemical
analysis was performed, which showed a high Hardness and sulfur content mainly, which represents to some extent a
problem for the irrigation. For the above, different methods of water treatment are proposed to obtain the optimum
characteristics.

Palabras clave: Dureza, riego, andlisis fisicoquimico.

INTRODUCCION

En este proyecto se realizé una investigacion de las condiciones del agua de pozo ubicado en el ITSMEM iniciando
desde la extraccion de la muestra y la realizacion del andlisis fisicoquimico y bacterioldgico para después interpretar
los resultados y realizar la investigacion sobre la optimizacion de tratamientos de agua mediante los procedimientos,
procesos o métodos existentes que sean los mas adecuados a las caracteristicas del agua del instituto.

En base a lo anterior determinar también los posibles usos que a esta agua puede darsele.

MARCO TEORICO

Uno de los principales problemas que afecta la calidad del agua de riego es la salinidad.

Cuando hablamos de salinidad nos referimos a la conductividad eléctrica, usada comunmente en la agricultura y
jardineria.

Si se utiliza agua de un pozo, es conveniente conocer cOmo es esa agua.

Para ello, se realizo un analisis fisicoquimico del agua del pozo ubicado en el ITSMEM, el cual arrojo una cantidad
bastante elevada de sales y un alto contenido de azufre.

Para poder tratar el agua con las caracteristicas anteriores existen procedimientos mediante los cuales se puede llevar
esta agua a la calidad optima para diferentes usos como lo es el riego de jardines.

METODOLOGIA

Se realizé una investigacion de acuerdo a los resultados del analisis fisicoquimico del agua de pozo del ITSMEM
buscando alternativas para el tratamiento de dicha agua mediante los diferentes procedimientos existentes.
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Dentro de los métodos adecuados para la desalinizacion de agua de pozo tenemos los siguientes:

¢ Destilacion
¢ Congelacion
*  Evaporacion relampago

¢  Formacion de hidratos

Se realizd una comparacion de valores de pardmetros aceptables regidos por tablas con los arrojados de la muestra
del pozo instalado en el ITSMEM.

Tabla. 1. Parametros de Calidad

Parametros de Calidad Simbolo Unidad Intervalo usual
. o CE a 25°C uS/cm 0-3000
Conductividad eléctrica CEa25°C dS/em 03
Materia Disuelta Total MDT mg/l 0-2000
Calcio Ca2+ mg/l 0-400
Magnesio Mg2+ mg/l 0-60
Sodio Na+ mg/l 0-900
Carbonatos C0O2-3 mg/l 0-3
Bicarbonatos HCO3- mg/l 0-600
Cloruros Cl- mg/l 0-1100
Sulfatos S02-4 mg/l 0-1000
Boro B mg/l 0-2

Se considerd también la clasificacion de los cultivos segun la tolerancia al riego con aguas salinas:

Tabla. 2. Clasificacién de los cultivos segun la tolerancia al riego con aguas salinas (Hass y Hoffman, 1977):

Tolerantes Muy tolerantes
CE (uS/cm) limite de 1.300 — 4.000 2.700 — 5.300
tolerancia
Alfalfa, Espinacas,
. Tomate, Brocoli, Granada, | Remolacha, Algodon, Cebada grano, Remolacha
Cultivos . . . . .
Olivo, Higuera, Soja, azucarera, Sorgo, Trigo, Soja
Trigo

Otros datos importantes para esta investigacion son los rangos de medicion de la salinidad.

La salinidad se mide en un conductivimetro y el pardmetro méas comun para determinarla es el dS/m
(dS=deciSiemens).

Tabla. 3. Rangos de medicién de la salinidad

Rango Criterio
Entre 0 y 2 dS/m Tolerable para casi cualquier tipo de planta o cultivo.
Entre 2 y 4dS/m Limitante para algunos cultivos y plantas sensibles a la
salinidad.
Entre 4 y 8 dS/m Pocas especies son resistentes
Superior a 8 dS/m Altamente salina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros que componen al agua con calidad de riego son las siguientes:

Dureza. Las aguas con menos de 50 ppm de CaCOj; se llaman blandas, hasta 100 ppm de CaCOs, ligeramente duras,
hasta 200 ppm de CaCO;, moderadamente duras, y a partir de 200 ppm de CaCOj;, muy duras.

Lo frecuente es encontrar aguas con menos de 300 ppm de carbonato célcico, pero pueden llegar hasta 1000 ppm e
incluso hasta 2000 ppm.

La eliminacion de la dureza se hace, principalmente, por descalcificaciéon o ablandamiento por intercambio iénico
con resinas.

El azufre es un nutriente esencial para el crecimiento vegetal. En los ultimos afios, las deficiencias de este nutriente
se han vuelto mas frecuentes y la importancia del azufre en la produccion de cultivos es cada vez mas reconocida.

El tratamiento del azufre en el agua del pozo se puede hacer en una variedad de formas, desde la aireacion de los
tratamientos con cloro.

Con este proyecto se logré obtener informacion sobre la calidad del agua tomando en cuenta parametros de suma
importancia como lo es el azufre, su conductividad (salinidad), dureza.

De acuerdo a la investigacion realizada se encontré dentro de las posibilidades usar el agua tal y como esta para
riego, aunque es riesgosa se encontraron algunos cultivos que son tolerantes a la salinidad en altas cantidades.

En cuanto al alto contenido de azufre se encontré que es de gran beneficencia para las plantas y cultivos, y para
lograr eliminar el mal olor con el proceso de aireacidn y tratamientos con cloro.

Se obtuvo informacion sobre las caracteristicas que debe tener el agua adecuada para el riego y se observo que el
agua del ITSMEM tiene un valor de conductividad muy elevado al igual que el de la dureza por lo que se propone
utilizar procesos de desalinizacion como la osmosis inversa, destilacion, congelacion y formacion de hidratos y de
abundamiento del agua que se lleva a cabo con un descalcificador mediante resinas de intercambio i6nico.

CONCLUSIONES

La calidad del agua de pozo ubicado en el ITSMEM tiene una alta concentracion de sales y de azufre pero existe la
posibilidad de usarse en algunos cultivos resistentes a la salinidad.

Ademas se puede realizar diferentes procedimientos o procesos para tratar el agua de pozo y llevarla a las
condiciones Optimas para el riego de cualquier cultivo.

Entre estos procesos se encontraron de desalinizacion como la osmosis inversa, destilacion, congelacion y formacion
de hidratos y de abundamiento del agua que se lleva a cabo con un descalcificador mediante resinas de intercambio
idnico, proceso de aireacion y tratamientos con cloro. Los procesos anteriores se llevan a cabo mediante equipos que
constan de filtros, bombas, etc.

Se puede recomendar trabajar el riego con aguas saladas siempre y cuando el riego sea abundante y poco frecuente,
regar por la noche o temprano por la maflana para evitar la pérdida por evaporacion y la concentracion de sales en las
hojas, regar por goteo es mejor que regar por aspersion, no se debe regar bajo condiciones de viento o calor.
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IDENTIFICACION DE LA SUBUNIDAD ALFA DE CANALES BK EN RETINAS DE
RATAS WISTAR

Erika Marquez Padilla’, Ricardo Espinosa Tanguma2 y Alma Rosa Barajas Espinosa2

RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad en la que la hiperglucemia es la principal caracteristica y ésta se da por falta
de secrecion y/o desarrollo de resistencia de la hormona insulina y, de no controlarse adecuadamente, trae como
consecuencia bastantes complicaciones y alteraciones en el cuerpo, especialmente en ojos, corazon, rifiones y vasos
sanguineos. Dentro de las complicaciones sistematicas se encuentra la retinopatia diabética, siendo ésta la principal
causa de ceguera, que se presenta cuando los vasos sanguineos sufren un deterioro por causa de la diabetes. Un
controlador importante de las arteriolas es la actividad de los canales i6nicos en las membranas plasmaticas de las
celulas del musculo liso vascular. Los canales de BK tienen un papel importante en la regulacion del tono del musculo
liso. Estos canales estan compuestos por subunidades oy B. El objetivo de la presente investigacion fue identificar la
localizacion de la proteina BK ¢, y, para ello, se trabajo con retinas de ratas wistar, normales y ratas inducidas a diabetes
y asi comparar el resultado de ratas control con el de ratas diabéticas, mediante técnicas de western blot e
inmunohistoquimica (MK McGahon et al., 2007).

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a disease in which hyperglycemia is the main characteristic and this is due to lack of secretion and
/ or development of resistance of the hormone insulin and, if not properly controlled, leads to many complications and
alterations in the body, Especially in eyes, heart, kidneys and blood vessels. Among the systematic complications is
diabetic retinopathy, which is the main cause of blindness, which occurs when blood vessels deteriorate because of
diabetes. An important controller of arterioles is the activity of ion channels in the plasma membranes of vascular
smooth muscle cells. BK channels play an important role in the regulation of smooth muscle tone. These channels are
composed of o and B subunits. The objective of the present investigation was to identify the location of the BKCa
protein and, for this purpose, it was worked with retinas of wistar rats, normal and rats induced to diabetes and thus to
compare the result of control rats with that of diabetic rats, by means of techniques of Western blot and
immunohistochemistry (MK McGahon et al., 2007).

Palabras Clave: Diabetes mellitus, retina, BK.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno endocrino causado por la incapacidad de producir o de utilizar insulina. Es
una enfermedad que se caracteriza por hiperglucemia cronica debido a la falta de secrecion de insulina o falla en su
accion; por lo tanto, una persona con hiperglucemia presenta alteracion en los niveles de insulina. Debido a que la
insulina es incapaz de promover el transporte de la glucosa hacia las células del cuerpo, el nivel de glucosa sanguinea
es alto. Existen dos tipos de DM, el tipo 1 y tipo 2. El tipo 1, el nivel de insulina es bajo porque el sistema inmunitario
de la persona destruye las células beta del pancreas, por lo que se produce poco o nada de insulina. La diabetes tipo 2,
es en la que las células diana se vuelven menos sensible a la insulina por la regulaciéon por decremento de los receptores
de insulina. (Tortora y Derrickson, 2013).

La DM se puede asociar a diversas complicaciones en el cuerpo y ha alcanzado proporciones epidémicas, siendo la
DM tipo 2, responsable del 90% de los casos. A pesar de los avances en el tratamiento y prevencion, la prevalencia de
la diabetes ha aumentado de manera mas drastica de lo esperado: en el afio 2000 se esperaba una cifra de 150 millones
de personas diabéticas; sin embargo, llegd a 177 millones, lo que proyecta que en 2025 se espera una estimacion de
333 millones de personas con DM en el mundo (Lopez, 2009).

Dicha enfermedad causa diversos dafios en el cuerpo como neuropatia y enfermedades macro y microvasculares. La
diabetes causa cambios en la estructura y funcion de los vasos sanguineos y, en la retina, conduce a la deficiencia
visual. Una via principal a través de la cual se cree que la hiperglucemia contribuye a la microangiopatia, es la
interrupcion del flujo sanguineo de la retina. Los estudios basados en pacientes han demostrado que las anomalias
hemodinamicas de la retina ocurren antes del inicio de la retinopatia diabética clinica y que el desarrollo y progresion
de la retinopatia se correlaciona con el grado de los cambios observados en el flujo sanguineo (McGahon et al., 2007).

La retinopatia diabética es una enfermedad degenerativa de la retina causada por diabetes mellitus, en la cual los vasos
sanguineos de la retina sufren un deterioro, lo que puede causar ceguera. A medida que la diabetes avanza, las arteriolas
comienzan a dilatarse y el flujo sanguineo retiniano en masa aumenta en proporcion a la gravedad de la retinopatia y,
por tanto, el grado de isquemia retiniana. La retina es una capa profunda de la parte posterior del globo ocular formada
por tejido nervioso, donde comienza el proceso de vision, y una capa pigmentada de células epiteliales que estan en
contacto con la coroides (Tortora y Derrickson, 2013).
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Un factor importante que controla el estado contractil de las arteriolas es la actividad de los canales iénicos en las
membranas plasmaticas de las VSMC (Células del Musculo Liso Vascular). Se sabe que los canales BK desempefian
un papel crucial en la regulacion del tono del musculo liso arterial desde el bloqueo de estos canales utilizando el
inhibidor especifico iberiotoxina, provocando la despolarizacion de la membrana y la vasoconstriccion en recipientes
aislados a presién. Los canales BK son activados por la liberacion de Ca ", resultantes de la apertura de los canales
del receptor de ryanodina (RyR) en el reticulo sarcoplasmico. La activacion de los canales BK produce una corriente
de K" hacia el exterior que se opone a la contraccion de las VSMC al causar hiperpolarizaciéon de la membrana. Esto
reduce la afluencia de Ca® " mediante la reduccion de la activacion de la dependencia de la tension de canales de Ca 2
*. Los canales BK estan compuestos de subunidades a y p. La subunidad o forma el poro selectivo de K *, mientras
que las subunidades B influyen en la cinética, la farmacologia y la sensibilidad al Ca®* de las corrientes BK. (MK
McGahon et al., 2007).

Se trabajo con ratas Wistar normales (control) y ratas inducidas a diabetes con estreptozotocina (STZ), sustancia
quimica que destruye las células B del pancreas, unica fuente de insulina en el cuerpo. Estos animales posteriormente
presentan muchos de los cambios vasodegenerativos asociados con la retinopatia diabética humana. Se asumio la
hipétesis que la diabetes provoca disminucién de la subunidad a, reduciendo asi la capacidad de los canales BK de
hiperpolarizar las VSMC retinianas y resistir la vasoconstriccion. Esto sugiere que los cambios en la composicion
molecular de los canales BK en VSMC de retina durante la diabetes podrian contribuir a la aparicién y progresion
temprana de la retinopatia diabética. Por lo que, en este proyecto, se busco identificar la proteina BK¢, en retinas de
ratas wistar, utilizando técnicas de western blot e inmunohistoquimica para su localizacion e identificar una posible
disminucién de la proteina en ratas diabéticas.

METODOS Y MATERIALES
Obtencion de retinas: Las retinas utilizadas fueron de ratas Wistar macho, inyectadas con pentobarbital sodico (130
mg/kg) como anestesia.

Western blot: Las muestras de retina se congelaron y se pasaron a tubos de eppendorf, agregando 30 ul de Ripa,
sonicando 3 veces por 10 segundos y dejando incubar en hielo por 30 minutos. Posterior a la incubacion, las muestras
se centrifugaron a 14.8 RPM durante 15 minutos. Al término de la centrifugacion, se tomaron los sobrenadantes y se
pasaron a otros tubos diluyendo la solucién e incubando a 37°C durante 30 minutos. Las muestras se llevaron al
espectrofotometro para realizar la cuantificacion. En seguida, los tubos se colocaron en agua a temperatura de 60 a
100°C durante 10 minutos para su desnaturalizacion y, posteriormente, se cargaron las muestras en geles de
poliacrilamida. A continuacion, se hizo la transferencia a membrana, lavando 3 veces con TBS- Tween y se bloqueo
por una hora con leche. Luego se agregé el anticuerpo primario a dilucion de 1:5000 y se dejo con él durante toda la
noche a una temperatura de 4°C. Se hicieron tres lavados con TBS-Tween por 10 minutos cada uno y se agrego6 el
anticuerpo secundario en una solucioén de 1:5000 con leche por una hora. Al término, se hicieron 3 lavados con TBS
por 10 minutos y se colocaron los reactivos de revelado durante 1 minuto donde después se prosiguio con el revelado
en un fotodocumentador.

Aislamiento de vasos sanguineos en retinas: Una vez obtenidas las retinas directamente del animal, se diseccionaron
y se pasaron a solucion para mantener el tejido. Después, se separ6 la membrana retino-vitrea y se cortd el borde de
cada retina. Posteriormente se incubaron a 30°C por 24 minutos en una solucion preparada con 2.5 ml de solucion
Earle, 1 cristal de cisteina y 7.5 pl de papaina. Se utilizaron cubreobjetos redondos para la impresion de vasculatura,
dejando en etanol al 50% y se dejaron secar por 15 minutos. Las retinas fueron cortadas en cuadrantes y los cubre
objetos secados se colocaron sobre cada uno de los cuadrantes y después se colocaron en solucion para seguir
preservado el tejido.

Inmunohistoquimica: Una vez realizado el aislamiento de vasos sanguineos, los portaobjetos redondos fueron
cubiertos con 1 ml de paraformaldehido al 4%, echo con PBS sin Ca dejandolos en solucion por 10 minutos para su
fijacion. Pasado el tiempo de fijacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS sin Ca, para después agregar
triton al 0.1% y 1 pl de anticuerpo primario. Se plasmé una cdmara de humedad en una caja Petri sellada y se dejo
durante toda la noche en anticuerpo primario a temperatura de 4°C. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con PBS, para quitar excesos de anticuerpo primario y se agregé el anticuerpo secundario por 1 hora con
PBS, tapando completamente las muestras de la luz. Se hicieron nuevamente tres lavados con PBS de 10 minutos cada
uno, cubriendo las muestras. En seguida, quito el exceso de PBS y se agregd una gota de Fluoroshield with Dapi y los
portaobjetos circulares se colocaron en un portaobjetos rectangular, estos portaobjetos fueron sellaron alrededor,
dejando secar por 30 minutos, tapando de la luz. Las muestras obtenidas fueron analizadas en un microscopio de
fluorescencia, permitiendo captar las imagenes mediante el programa informatico “QCapture”, asi como su
composicion con el programa “Image;j”.

RESULTADOS
Al hacer el revelado de western blot, se observod que existe la presencia de la proteina BActina, la cual se utiliz6 como
control positivo en dicha experimentacion. Se pudo observar en las 4 muestras cargadas en la técnica de western blot;
se obtuvo 3 muestras de retina y 1 de cerebro, esta lltima seleccionada como muestra control, ya que existe evidencia
de que la proteina de interés se encuentra ahi.

Retinas
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Figura 1. BActina en revelado de Western blot

En la muestra de cerebro, la proteina BK, se encontr6é con mayor sefial de existencia, como se muestra en la figura 2.
En cambio, en las muestras de retinas, se pudo ver ligeramente sefial de la presencia de la proteina.

Retinas
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Figura 2. Revelado de Western blot. Se observar mayor intensidad de la proteina BKc, en cerebro.

Esta experimentacion permitio observar la presencia de la proteina de interés buscada en retinas de ratas. Uno de los
objetivos de este experimento era realizar la misma metodologia en ratas inducidas a diabetes, con la finalidad de ver
si la enfermedad afectaba en la degeneracion de tal proteina, pero debido a la falta de tiempo de dicha investigacion,
no fue posible llevar a cabo el procedimiento.

La experimentacion de la inmuhistoquimica se realizd6 primero con retinas completas, pero al realizarla no se
obtuvieron los resultados esperados.

50 ym

Figura 3. Inmunohistoquimica en retinas sin aislar vasos sanguineos. En esta experimentacion no se observo
la senal de la proteina de interés, por tal motivo, se opté por aislar vasos sanguineos y hacer la
inmunohistoquimica con ese protocolo.

Debido a que no se obtuvieron los resultados esperados, se optd por usar otro protocolo en donde primero se aislaron
vasos sanguineos de las retinas y después se prosiguié con metodologia descrita desde un inicio. Al hacer la
inmuhistoquimica, no se logré ver una sefial significativa. En la figura 4, se puede observar que solo hay una sefial,
pero no se sabe con precision si realmente la proteina de interés se encuentra en vasos sanguineos. Se tenia planeado
seguir con las experimentaciones en ratas control y ratas diabéticas para ver la diferencia con los animales enfermos,
pero al igual que con el western blot, no se contd con el tiempo suficiente dentro del lapso destinado para dicha
investigacion.

Figura 4. Inmuhistoquimica en vasos sanguineos aislados en rata control.
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CONCLUSIONES

Al realizar las experimentaciones se comprobd mediante la técnica de western blot que la proteina BK ¢, esta presente
en retinas de rata wistar. Al realizar la inmunohistoquimica en vasos sanguineos aislados, se esperaba que hubiera una
mayor seflalizacion de la proteina de interés, pero no se obtuvieron los resultados deseados, y no se puede asegurar
con certeza que la proteina se encuentre en la microvasculatura de la retina.

Cabe destacar que el proposito de dicha investigacion era llevar a cabo las mismas experimentaciones con ratas
inducidas a diabetes, pero por falta de tiempo, no se permiti6 llevarlas a cabo. Se espera que este proyecto siga en pie
en la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, para dar conclusiones mas concretas sobre
este tema.

BIBLIOGRAFIA

Lopez, Gloria. (2009). Diabetes mellitus: classification, pathophysiology, and diagnosis. MEDWABE. Recuperado en:
https://www.medwave.cl/link.cgi/Medwave/PuestaDia/APS/4315 (Fecha de consulta: 22/07/2017).

McGahon, M., Dash D., Arora A., Wall N., Dawicki J., Simpson D., Scholfield C., McGeown J., Y Curtis T.(2007).
Diabetes downregulates BKf1 potassium channel subunit in retinal arteriolar smooth muscle. National Center for
Biotechnology  Information. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2596350/. (Fecha de consulta:
22/07/2017).

Tortora, G. Y Derrickson B. (2013). Sentidos especiales. Principles of anatomy and physiology, thirteenth edition.
646-675.

113



AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS DE SUELOS
POTOSINOS

(D PR . s )
Estefania Pérez Martinez y Jesus Israel Morales Jiménez

RESUMEN

Los actinomicetos, son un grupo de bacterias que producen diferentes moléculas con actividad microbiana. Este tipo
de bacterias, se encuentran en la rizosfera, principalmente en suelos alcalinos. El objetivo del presente trabajo es, el
aislamiento de actinobacterias presentes en los suelos de San Luis Potosi. A partir de muestras de suelo de tres tipos
distintos de vegetacion de la Sierra de Alvarez colectadas el 14 de junio de 2017. Se aislaron 39 morfotipos de cepas
de actinobacterias. A todas las cepas obtenidas, se les extrajo su ADN. El gen 16S ADN de cada cepa se amplificara
por PCR y se secuenciara para identificar a menos a nivel de género a las actinobacterias aisladas.

Palabras clave: Actinomicetos, antibidticos, rizosfera
ABSTRACT

Actinomycetes, are a group of bacteria that produce different molecules with microbial activity. These types of bacteria
are found in the rhizosphere, mainly in alkaline soils. The objective of the present work is, the isolation of
actinobacteria present in the soils of San Luis Potosi. From soil samples of three different types of vegetation from the
Sierra de Alvarez collected on June 14, 2017, 39 morphotypes of actinobacteria strains were isolated. To all strains
obtained, their DNA was extracted. The 16S r DNA of each strain will be amplified by PCR and sequenced to identify
at least genus level to the isolated actinobacteria.

Key words: Actinomycetes, antibiotics, rhizosphere

INTRODUCCION

El suelo alberga una enorme cantidad de microorganismos. Muchos procesos fundamentales para el desarrollo de la
vida del planeta, son realizados por los microorganismos (algas, protozoos, hongos y bacterias). Las bacterias son los
organismos mas abundantes en el suelo, sin embargo, so6lo representan una pequefia cantidad de la biomasa microbiana
total.

La rizosfera, la zona de influencia de la raiz, es el punto donde se llevan a cabo las interacciones mas importantes entre
los microorganismos del suelo. La rizosfera concentra una gran actividad metabolica con intercambio de nutrientes
entre la atmosfera y el suelo, la cual es mediada por la accidn e interaccion entre plantas y microorganismos del suelo.
(Pedraza, 2010)

Actualmente, muchos cientificos se han centrado en programas de busqueda de nuevos antimicrobianos,
principalmente de origen actinomicetal, por su prolifica produccion de antibioticos naturales (Oskay M, 2004).

Los actinomicetos son bacterias que realizan respiracion aerdbica que incluso puede llegar a ser fermentativa, forman
filamentos ramificados similares a los hongos, las células de éstas, son procariotas y pertenecen a las bacterias Gram-
positivas. (Bergey & Hendriks, 2000). Se caracterizan por no producir mucopolisacaridos, ademas, de que poseen un
olor muy caracteristico a suelo himedo ya que producen un metabolito llamado “geosmina”. Los actinomicetos, son
abundantes en suelo, rios, lagos y estiércol de animales; viven principalmente en la superficie de suelos alcalinos y
muy raramente en los horizontes inferiores. (Betina, 1994).

Los actinomicetos representan un grupo de microorganismos ampliamente distribuido en ecosistemas naturales y
tienen gran importancia en la participacion de la degradacion de materia organica, ademas de ciertas propiedades
fisiologicas que los hacen particulares (Ghanem, et al. 2000).

Por lo general se aislan cepas de actinomicetos en la superficie del suelo y en profundidades entre 2 y 15 cm, mas alla
de esta profundidad disminuye la cantidad de éstos. El tamafio de la comunidad depende del tipo del suelo,
particularmente de algunas de las caracteristicas fisicas, del contenido de materia orgénica y del pH del medio ambiente
(R.L, 2000). Los principales géneros que se aislan a partir de suelos son Nocardia, Streptomyces 'y Micromonospora,
que pueden estar presentes como conidias o como hifas vegetativas (Martin, 1980).

Morfologia:

Forman estructuras filamentosas de menos de 1um de diametro, rectas, ondulantes, y ramificadas. Tienen un nticleo
difuso y presentan un cromosoma tnico disperso en el citoplasma y ribosomas. La pared celular esta formada por
derivados de acido muramico y la membrana celular por una bicapa de fosfolipidos.

Clasificacion:
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e Streptomycetes: tienen hifas no fragmentadas, micelio aéreo extenso, esporas o conidias en cadena. Los
géneros son, Streptomyces, Microeliobosporia y Sporichthya.
*  Nocardia: hifas fragmentadas con pequefias estructuras redondeadas. Producen vitaminas principalmente B,

antibioticos y pigmentos de interés industrial. Los géneros son: Pseudonocardia, Nocardioides y Terrabacter.

(Actinomicetos como fuente de interés biotecnologico, 2017)
MATERIAL Y METODOS
Recoleccion de muestras

Se tomaron 3 tipos de muestras de suelo en la Sierra de Alvarez en San Luis Potosi, rizosfera de encino(RE), rizosfera
de cactus(RC) y rizosfera de sabila(RCR). Las cuales se almacenaron en bolsas herméticas a 4°C hasta el momento del
analisis.

Diluciones seriadas de suelo

Se rotularon los tubos de ensayo con 9ml de agua estéril, desde 1x10" hasta 1x10°°, tres veces para cada muestra de
suelo. También, se rotularon, las cajas Petri, con medio GAE (Glucosa, Asparagina, Extracto de levadura) con las tres
ultimas diluciones por duplicado para cada muestra de suelo. En el tubo 1x10™, se colocé 1 gr de muestra de suelo y se
agitd en el vortex por un minuto. Se tomo una muestra de 1ml del tubo agitado y se afiadi6 en el siguiente tubo de
ensayo, se volvid a agitar y nuevamente se extrajo una muestra de lml para agregar al siguiente tubo y asi
sucesivamente. De los tltimos 4 tubos de ensayo, se tomoé una muestra de 100 x/ con la micropipeta P200 y se situd
en el centro de la caja Petri; se disperso la muestra hasta que estuvo completamente absorbida por el medio. Las cajas
inoculadas se incubaron por 5 dias para observar colonias bacterianas de buen tamafio.

Resembrar bacterias por estriado

Pasados los 5 dias, se aislaron los diferentes tipos de colonias de actinomicetos observadas por el método de estria
cruzada. Se utiliz6 un asa de alambre de platino, la cual se esteriliz6 con el mechero, luego se enfrio y se tomo la
muestra de la colonia evitando tocar otro tipo de colonias. Se resembraron las bacterias y al final el asa volvid a
esterilizarse en el mechero. Luego se dejaron crecer durante 5 dias mas y se volvieron a resembrar por estriado pero
s6lo en la mitad de la caja, en este punto, las colonias ya estaban completamente aisladas.

Extraccion de ADN de sueloy PCR
El ADN se extrajo con el kit Powersoild DNA Isolation, enseguida se realizéo PCR.
Electroforesis

Se utilizé un gel al 1.5% de agarosa; de cada muestra se colocaron 3 ul con 1 pl de amortiguador de carga y 1.5 ul de
marcador de peso molecular.

Extraccion DNA de cepas

El ADN se extrajo colocando algunas colonias bacterianas en un tubo eppendorf de 1.5 mL con 200 pL de Solucién
de lisis y 100 mg de perlas de vidrio. Después, se adiciond a cada tubo 200 puL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). Los tubos se agitaron en el vortex durante 5 minutos y posteriormente se calentaron a 60 °C durante 30
minutos. Los tubos se centrifugaron a 10000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se
agregaron 200 pL de Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Los tubos se agitaron nuevamente en el vortex por 5
minutos y se centrifugaron a centrifugaron a 10000 x g durante 5 minuto. El sobrenadante de transfirié a un tubo
nuevo. E1 ADN se precipito con 1 mL de Isopropanol y se incubo a -20 °C durante 2 horas. Posteriormente, los tubos
se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos y se eliminé el sobrenadante. La pastilla de ADN se lavo con etanol al 70%
y después con etanol absoluto, en cada lavado los tubos se centrifugaron y se eliminé el sobrenadante. Las pastillas de
ADN se dejaron secar a temperatura ambiente y finalmente se disolvieron en 50 puL de agua estéril.

RESULTADOS

Las figuras la y 1b, muestran las electroforesis de los amplicones de las muestras RC y RCR y la muestra RE
respectivamente.

Marcador

Figura 1a. Electroforesis de DNA Figura 1b. Electroforesis de
totales en gel de agarosa al 1.5% DNA totales en gel de agarosa
para RC Y RCR 1.5% para RE
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Se aislaron 39 diferentes cepas de actinobacterias. Las cepas se sembraron puras en cajas de Petri con medio GAE. A
cada mitad de la caja se le colocé un tipo distinto de cepa para obtener biomasa que fue empleada durante la extraccion
de DNA. En la Figura 2 se pueden observar las diferentes cepas de actinobacterias aisladas de los suelos utilizados.

Figura 2. Cajas con los diferentes tipos de cepas

Las morfologias coloniales de las diferentes cepas aisladas de los suelos potosino se describen en las tablas la, 1by
le.

TIPO  PIGMENTACION = FORMA = BORDE = LUZREFLEJADA LUZ TRANSMITIDA ELEVACION SUPERFICIE CONSISTENCIA TAMANO | IMAGEN
RCB Verde ofiva Puntiforme  Entero Opaca Opaca Convexa Convexa Cremosa Pequefia

RCJ Blanco Circular Ondulado Brillante Opaca Pulvinada Acuminada Cremosa Mediana

RCK Blanco Irregular Ondulado Opaca Translicida Umbonada Umbilicada Seca Grande

RCH Blanco Irregular Ondulado Opaca Transparente Umbonada Umbilicada Seca Grande

RCG Salmén Irregular Lobular Opaca Opaca Convexa Planoconvexa Seca Grande

RCM Rosa Circular Entero Opaca Translicida Umbonada Papilada Seca Grande

Tabla 1a- Muestra la morfologia de los actinomicetos encontrados en las muestras colectadas de rizosfera de
cactus, de las cuales se obtuvieron 6 cepas distintas.

TIFO PIGMENTACION  FORMA  BORDE  LUZ REFLEJADA LUZ TRANSMITIDA ELEYACION SUPERFICIE COMSISTENCIA TAMARO IMAGEN
RCRC  Gris Puntiforme Ondulado Opaca Opaca Plana Plana Seca Pequefia

RCRZ  Blanco azulado Circular  Entero Erillante Opaca i i (=] Mediana

RCRH  Naranja Puntiforme Lobular i T Gei L Umbili Seca Mediana

RCRAO Camel il O il T aci Plana Plana Cremosa Pequefia

RCRAD  Amarillo-naranja Circular  Lobular Opaca T dei Umbonad pil Seca Grande
RCRAE  Blanco Puntiforme Entero Opaca Opaca u il [=] Medi

RCRAL  Blanco p i o Opaca Transparente Convexa Convexa Seca Mediana

RCRAC  Blanco transparente Puntiforme Entero Opaca Transparente Convexa Convexa Seca Mediana

RCRU  Blanco Circular  Entero Opaca Transparente Convexa Convexa Seca Mediana

RCRE  Blanco-café Circular  Entero Opaca Opaca i i [=] Grande g

RCRAl  Maranja Puntriforme Lobular Opaca Translicida Umbonada  Papilada Seca Mediana

RCRY  Gris Puntiforme Entero Opaca Opaca Convexa Convexa Cremosa Mediana

RCRR  Verde- amarillo Irregular  Lobular Exillante Translicida Umbonada  Papilada Seca Grande

RCRS  Azul Circular  Entero Opaca Opaca Pulvinada  Acuminada Cremosa Grande

RCRAG  Beige Puntiforme Lobular Opaca Translicida Umbonada  Umbilicada Seca Grande

RCRJ Pardo oscuro Puntiforme Ondulado Opaca Translicida Plana  Planaconvexa Seca Grande

RCRP  Blanco Puntiforme Entero Opaca Translicida Convexa Convexa Seca Mediana

RCRA  Blano Circular  Entero Opaca Translicida Convexa Convexa Seca Mediana

RCRT  Verde oscuro Puntiforme Entero Opaca Opaca Convexa Convexa Cremosa Mediana -

Tabla 1b.-Muestra de rizosfera de sabila, de la que se extrajeron la mayor cantidad de actinomicetos, se
obtuvieron 19 distintas, .
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TIPO PIGMENTO FORMA BORDE  LUZ REFLEJADA LUZ TRANSMITIDA ELEVACION SUPERFICIE CONSISTEMCIA TAMARO —IMAGEN

RED Morado Puntiforme Ondulado Opaca Opaca Pulvinada Convexa Cremosa Pequefias _
Ein

REX verde manzana Iregular  Lobular Opaca Trasldcida Umbonada  Papilada Seca Medianas “
|
)

REQ Gris Puntiforme  Entero Opaca Opaca Convexa Convexa Cremosa Medianas
[~

REU Maranja Circular Entero Opaca Trasldcida Pulvinada Convexra Seca Pequefias g"

REI Rojo anaranjado  Puntiforme  Lobular Opaca Opaca Umbonada  Papilada Seca Grandes l-
N

REAA Blanco Circular Entero Opaca Opaca Pulvinada Convexa Cremosa Medianas g
ok

REZ Blanco. centro gris  Circular Entero Opaca Opaca Pulvinada  Acuminada Cremosa Grandes jui

REK Amarillo Iregular  Lobular Opaca Opaca Umbonada  Umbilicada Cremosa Medianas m

REL ‘Wengué yblanco Circular  Ondulado Opaca Opaca Elevada Planoconvexa Cremosa Medianas @

REO Marrén Iregular  Ondulado Opaca Opaca Elevada Planoconvexa Seca Grandes -

REJ Negro Puntiforme  Lobular Opaca Opaca Umbonada  Umbilicada Seca Pequefias 'A
i

REH Blanco. centrorosa  Circular Entero Opaca Opaca Pulvinada  Acuminada Cremosa Medianas

REM Rosa pélido Irregular Lobular Opaca Trasldcida Umbonada  Umbilicada Seca Grandes m

'
REY Blanco Circular Entero Opaca Opaca Pulvinada  Acuminada Cremosa Medianas -

Tabla 1c.- Cepas extraidas de la muestra de rizosfera de encino, de las cuales se obtuvieron 14 distintos

actinomicetos.

CONCLUSION

El proyecto “Aislamiento e Identificacion de Actinomicetos de Suelos Potosinos”, alin sigue construccion. Sin
embargo, se logré aislar cepas de actinomicetos al modificar el pH del medio de cultivo, inicamente en medio basico.
La cuantificacion y el aislamiento de estas, en medio basico y y acido se realizara en proyectos futuros.

Las cepas aisladas se clasificaron de acuerdo a su morfologia colonial y s6lo se conservo una cepa de cada morfologia.
De igual se aislaron las cepas que crecieron en medio basico, pero que por su diminuto tamafio de colonia, no fue
posible determinar su morfologia.
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CELULASAS DE ORIGEN MICROBIANO

Melanie Lizbeth Ruvalcaba Villagran.' y Morales Jiménez Jesis Israel.”
RESUMEN

El presente trabajo investiga la produccion de celulasas por los hongos endéfitos de muérdagos americanos.
Los hongos endoéfitos se aislaron en agar PDA a partir de hojas sanas de Phoradendron longifolium y P.
velutinum. La capacidad para producir celulasas de los hongos enddfitos se realiz6 de manera cualitativa en
placas de agar con carboximetilcelulosa tefiidas con Rojo Congo. Los hongos que dieron positivo el ensayo
cualitativo fueron cultivados en medio liquido para obtener el extracto enzimatico. La cuantificacion de la
actividad enzimatica de los extractos se determiné por el método de Miller. Los hongos H2SA2, PC3R6 y
PC3R12 tuvieron una actividad de 0.01640, 0.06037 y 0.02718 UL

ABSTRACT

This work investigates the production of cellulases by the endophytic fungi of American mistletoes. Endophytic
fungi were isolated on PDA agar from healthy leaves of Phoradendron longifolium and P. velutinum. The ability
to produce cellulases of endophyte fungi was performed qualitatively on carboxymethylcellulose agar plates
stained with Congo Red. The positive fungal strains in the qualitative test were cultivated in liquid medium to
obtain the enzymatic extracts. The enzymatic activity of the extracts was determined by the Miller method. The
fungi H2SA2, PC3R6 and PC3R12 had an activity of 0.01640, 0.06037 and 0.02718 IU.

Palabras Clave: Phoradendron longifolium, P.velutinum, hongos endofitos, celulasas.
INTRODUCCION

Los hongos endoéfitos habitan en los tejidos de las plantas sin causar sintomas de enfermedad aparente durante
casi todo su ciclo de vida [1] y se localizan en los espacios intercelulares de los tejidos vegetales [2]. Se han
aislado de diferentes organos de las plantas y un diverso rango de huéspedes, incluyendo algas, briofitos,
pteridofitos, gimnospermas y angiospermas. La mayoria de los hongos endoéfitos pertenecen al phylum
Ascomycota, aunque también se han encontrado organismos pertenecientes a los phyla Basidiomycota,
Zygomycota y Oomycota [3]. La estrecha relacion que existe entre el hongo endéfito y su planta hospedera se
considera de gran importancia, ya que el hongo es capaz de producir metabolitos secundarios por su interaccion
con su planta hospedera y con otros endodfitos. A medida que se han ido descubriendo nuevos productos
naturales, el interés por los hongos endoéfitos ha ido en aumento, ya que estos microorganismos pueden
convertirse en una fuente sostenible de dichos compuestos. La produccion a gran escala de metabolitos
secundarios a partir microorganismos es mas facil y econéomica que su obtencion por otros métodos o a partir
de otras fuentes que los produzcan. El interés de explorar a los enddfitos se debe a la diversidad quimica y
bioldgica que cabe esperar y por el niimero de especies que podrian quedar por descubrir.

Las enzimas son consideradas de gran importancia no sélo en el sentido bioldgico, sino también por sus
importantes aplicaciones en campos cientificos e industriales. Por ello los investigadores se han centrado en el
aislamiento de cepas microbianas que producen grandes cantidades de enzimas. A lo largo de la historia se han
venido empleando las enzimas para usos industriales, una de las enzimas comtinmente utilizadas es la celulasa.
Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento de los enlaces glicosidicos
3-1,4 presentes en los polisacaridos de la celulosa y hemicelulosa, respectivamente. El interés por las celulasas
empez6 alrededor de los afios 50 debido a su enorme potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y
azucares solubles. [5]. La busqueda de microorganismos productores de las enzimas celuloliticas es de gran
importancia para desarrollo de nuevas tecnologias que implica el uso de celulosa como materia prima a tratar
[6]. Para la determinaciéon de enzimas se realizan ensayos enzimaticos fiables con cuantificacion de azucares
reductores por el método de DNS. Este procedimiento se fundamenta en la reaccion de los grupos reductores
de los azucares con el reactivo oxidante 4cido dinitrosalicilico (DNS). El reactivo consiste en una disolucion
formada por los siguientes compuestos: acido dinitrosalicilico (acido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzbico), que actiua
como oxidante; Sal de Rochelle (tartrato sodico-potasico), que impide la disolucion de oxigeno en el reactivo e
hidroxido sodico, que aporta el medio requerido para que se produzca la reaccion redox. De esta forma, el acido
2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoéico se reduce, en presencia del grupo reductor de la glucosa, formando el acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, mientras que el grupo aldehido reductor se oxida, para formar un grupo carboxilico. En
este método analitico el DNS esta en exceso frente a los grupos reductores y en todas las muestras se adiciona
la misma cantidad, de tal forma que mayores concentraciones de azucares reductores provocan una mayor
coloracion de la muestra. Estas diferencias de coloracion pueden determinarse por espectrofotometria de luz
visible, a la longitud de onda de méaxima absorbancia de 540 nm.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Los muérdagos se colectaron de dos zonas de la Sierra de Alvarez, San Luis Potosi. P. longifolium se
colecto en las coordenadas geograficas latitud 22°2' N y longitud 100°33' O y P. velutinum se tomo6 en latitud
22°4' Ny longitud 100°38' O. De los muérdagos se tomaron hojas sanas, sin sintomatologia de enfermedades
causadas por hongos y se reunieron vastagos de cada muestra que fueron tomados al azar. El material vegetal
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se coloco en bolsas ziploc y se conservo a 4°C hasta su procesamiento en el laboratorio dentro de las 24 h
siguientes.

Aislamiento de hongos endoéfitos.

La desinfestacion superficial de las hojas se realizd por inmersion consecutiva durante 1 min en
hipoclorito de sodio 10%, 1 min en etanol al 70% (v/v) y cinco lavados de 1 min cada uno con agua destilada
estéril. La efectividad del proceso se comprobd mediante la inoculacion de 100uL de agua sobrante del tltimo
lavado en una caja con agar papa dextrosa (PDA). Después, las hojas se cortaron en secciones pequefias (1-3
mm?®) entre la nervadura central y el borde de la hoja y se colocaron en cajas con PDA. En cada caja se colocaron
10 fragmentos de hoja por triplicado. Las cajas se incubaron a 28 °C durante 5-7 dias. Cada colonia de hongos
se transfirié a medio fresco para tener cultivos axénicos.

Ensayo cualitativo de actividad de celulasa.

La actividad de celulasa en placa se midié en medio CMC (9g levadura Extracto; 0,4g K,HPO,; 0,001g
ZnSO, 7H,0; 0,6g KH,PO4 ; 0,05g FeSO, 7H,0; 0,05 MnSOs H,O; 0,5 g MgSO, 7H,O; 10g
Carboximetilcelulosa; en g / L), (Téllez-T¢éllez et al. 2008). Las placas se inocularon y se incubaron a 28 °C
durante 5 a 7 dias. La actividad de celulasa se reveld con Rojo Congo al 0.2%. Las cajas se tifieron durante 30
min a temperatura ambiente y el exceso de colorante se elimind con NaCl 1 M. La actividad de celulasa se
observa como un halo transparente o amarillo alrededor de la colonia.

Obtencion de extracto enzimatico (EE)

Matraces de 250mL con medio CMC liquido se inocularon con los hongos con un mayor halo de
actividad de celulasa y se incubaron por 7 dias a 28°C en agitacion constante a 120. Después del periodo de
incubacion los cultivos se colocaron en tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron a 10,000g por 10 min a 4°C.
Finalmente el sobrenadante (EE) se separd de la biomasa.

Determinacion de azicares reductores por el método DNS

Para evaluar la actividad enzimatica celulolitica del EE se cuantificaron los azucares reductores
liberados por los extractos fungicos utilizando el método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller 1959). Las
mezclas de reaccion contenian 475ul de sustrato y 25uL de EE, 250pl de sustrato y 250uL de EE y 400ul de
sustrato y 100uL de EE. Las reacciones se realizaron en tubos eppendorf de 1.5mL y se incubaron en un bafio
de agua caliente en un equipo Heating Bath B-100 a 50 °C por 1 h y por 24 h. Posteriormente, los tubos
eppendorf fueron colocados en hielo. La determinacion de los azicares reductores se realizo con 50ul de la
mezcla de reaccion y 150ul de reactivo de DNS. Las reacciones de DNS se incubaron en un termociclador
Veriti durante 10 minutos a 95°C. Una curva patrén de Glucosa desde 50pg/mL hasta 1000pg/mL se realizo
para interpolar las lecturas de las reacciones de DNS. La absorbancia de las reacciones de DNS se leyeron a
540nm en un espectrofotometro para microplacas BIORAD Benchmark Plus.

Cuantificacion de proteina
El contenido proteico de los extractos enzimaticos de los hongos endéfitos se cuantifico por el método
de Bradford modificado a 595nm (Zor y Selinger, 1996).

RESULTADOS
Hongos endofitos
Un total de 10 cepas de hongos endodfitos fueron aisladas de las especies de muérdago estudiadas. A partir de

hojas de Phoradendron longifolium se aislaron 8 cepas (PL3H1, PL3H2, PL3H3, PL3H4, PL3HS5, PL3H7, PL3H9 y
PL3H10) y de Phoradendron velutinum se aislaron 2 cepas (PV3H2 y PV3H4).

@ N y \ y /‘/ \) “\‘Q/
= g —_— g

Figura 1. Cepas de hongos endéfitos aislados de Phoradendron longifolium y Phoradendron velutinum.

Ensayo de actividad enzimatica

A partir de una coleccion de cepas de hongos endofitos de Phoradendron velutinum se detecté que la cepa
H1VFMI de Epicoccum sp. Presento actividad celulolitica en medio de CMC tefiido con Rojo Congo. De la
misma manera, 4 cepas asociadas a Psittacanthus calyculatus (PC3CHS, PC3R12, PC3R7, PC3R6) presentaron
actividad. También, la cepa HISA2 aislada a partir de hojas de Salvia amarissima presento actividad
celulolitica. A partir de la rizosfera de encino se aislaron 4 cepas fingicas y 2 (Rea Y Ref) de ellas degradaron
la celulosa. La Figura 2. Muestra la actividad celulolitica de las cepas fungicas visualizada por medio de un
halo de hidrolisis de color amarillo-transparente alrededor de la colonia.
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Figura 2. Actividad Celulolitica de microorganismo fungicos.

Actividad enzimatica

Los hongos H2SA2, PC3R6 y PC3R12 tuvieron una actividad de celulasa de 0.01640, 0.06037 y 0.02718 UI.
Una unidad internacional (UI) se define como la cantidad de enzima en mg necesaria para producir un pmol de
glucosa por minuto.

CONCLUSIONES

Mediante pruebas cualitativas y cuantitativas se logré comprobar que existen hongos endofitos de muérdagos
con actividad celulolitica.
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ADSORCION Y LIBERACION CONTROLADA DE CARVACROL SOBRE
NANOESFERAS DE DIOXIDO DE SILICIO

Miguel Angel Franco Carranza' y Vicente Rodriguez Gonzalez’
RESUMEN

Las nanoparticulas ceramicas poseen propiedades fisicoquimicas y estructurales que las hacen ideales como agentes
nanofarmacéuticos, tal es el caso de las nanoesferas de dioxido de silicio las cuales por su elevada biocompatibilidad,
porosidad ordenada, capacidad de adsorcion, estabilidad mecanica y baja toxicidad son capaces de llevar a cabo la
adsorcion y liberacion de una gran variedad de componentes activos. Se llevo a cabo la adsorcion de carvacrol sobre
nanoesferas de di6xido de silicio debido a sus propiedades como agente antibacteriano, antioxidante y antiinflamatorio,
para posteriormente evaluar su liberacion. Las técnicas de caracterizacion utilizadas fueron espectrofotometro Uv-Vis,
FTIR, SEM y DRX. Se cuantificaron las concentraciones de carvacrol adsorbidas y liberadas sobre las nanoesferas de
dioxido de silicio, el tamafio de las nanoesferas y las interacciones entre el carvacrol y las nanoesferas de diéxido de
silicio.

Palabras Clave: carvacrol, nanoesferas, dioxido de silicio, porosidad ordenada, adsorcion.

ABSTRACT

Ceramic nanoparticles possess physicochemical and structural properties that make them ideal as nanopharmaceutical
agents, such as silicon dioxide nanospheres which, due to their high biocompatibility, ordered porosity, adsorption
capacity, mechanical stability and low toxicity, can carry out the adsorption and release of a wide variety of active
components. The adsorption of carvacrol on silicon dioxide nanospheres was carried out due to its properties as an
antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory agent, to later evaluate its release. The characterization techniques
used were Uv-Vis spectrophotometer, FTIR, SEM and DRX. The concentrations of adsorbed and released carvacrol
on silicon dioxide nanospheres were quantified, the size of nanospheres and the interactions between carvacrol and
silicon dioxide nanospheres were analyzed.

Keywords: carvacrol, nanospheres, silicon dioxide, ordered porosity, adsorption.

INTRODUCCION

El incremento de la investigacion de los nanomateriales para su utilizacion en la administracion controlada de farmacos
es debido a que las estrategias actuales de suministro presentan desventajas entre las cuales se encuentran mala
solubilidad en el torrente sanguineo, rapida descomposicion, pérdida de actividad, entre otras. Por estas razones se han
comenzado a investigar nuevos sistemas de administracion, entre ellos se encuentran las nanoparticulas ceramicas
como el dioxido de titanio, diéxido de zirconio y el didxido de silicio, las cuales poseen caracteristicas que las hacen
ideales como agentes nanofarmaceuticos, tales como su tamafio de particula que puede llegar a ser menor de 50 nm,
una elevada superficie especifica y su naturaleza porosa que no muestra cambios con el pH. La razon por la cual estos
tipos de materiales ceramicos puedan ser usados para la liberacion de principios activos se encuentra por una parte en
el fendmeno de adsorcion que se lleva a cabo en el interior de los poros del material, que permite el alojamiento de los
farmacos hasta su liberacion bajo condiciones adecuadas y, por otro lado, a través de interacciones y enlaces
covalentes.

Las nanoesferas de dioxido de silicio poseen caracteristicas que las hacen ideales para llevar a cabo la adsorcion y
liberacion de farmacos ya que cuentan con un tamaiio de poro que puede ajustarse desde 50 a 300 nm, buena estabilidad
y rigidez, mesoporosidad ordenada, baja toxicidad y ademas posee una superficie interna que permite funcionalizarlas
con otro tipo de moléculas para modificar su acidez lo que permite controlar su liberacion en distintos tipos de medios.
Los principales grupos que se forman durante la sintesis de las nanoesferas de dioxido de silicio son el silanol y el
siloxano, este ultimo favorece su resistencia a la degradacion mecanica.

Actualmente se extraen los componentes activos de diferentes plantas con actividad antimicrobiana, una de ellas es el
tomillo la cual posee dos componentes principales bioactivos el timol y el carvacrol. El carvacrol es un fenol
monoterpenoide el cual tiene un sabor picante y produce el olor del orégano, este inhibe el crecimiento de diversas
cepas de bacterias como e. coli 'y b. cereus, también posee propiedades antiinflamatorio y antioxidantes por lo cual es
ideal para ser utilizado en nuevos métodos de liberacion de farmacos como lo son las nanoesferas de didxido de silicio.
En el presente trabajo se realizo la sintesis de las nanoesferas de didxido de silicio por un método Stéber modificado
para posteriormente evaluar la adsorcion de carvacrol sobre las nanoesferas de dioxido de silicio y su liberacion en
agua destilada, cuantificando las cantidades adsorbidas y liberadas por un método indirecto mediante espectroscopia
Uv-Vis.

METODOS Y MATERIALES

Sintesis de las nanoesferas de didxido de silicio

Para la sintesis de las nanoesferas de dioxido de silicio (SiO,NSs) se utilizo un reactor de dos litros de capacidad al
cual se agreg6 400 mL de agua destilada, 0.6414 g de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y 16 mL de
hidroxido de amonio, posteriormente se colocod sobre una parrilla de agitacion a 750 rpm y se agregd 17.14 mL de
tetraetil ortosilicato (TEOS) a modo de goteo, se calento la solucion hasta los 90°C en la cual se mantuvo una hora, al
término de la hora se apagé la agitacion y la temperatura hasta que la solucion se enfrié. Se vacié la solucion en vasos
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de centrifuga de 250 mL y se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min, posteriormente se realizaron 3 lavados con una
solucion de etanol-agua en una concentracion 1-1 a 13,000 rpm por 10 min. Se recuper6 el sedimento en crisoles y se
meti6 al horno a 80°C por 12 horas, posteriormente se filtré con una bomba de vacié y una membrana de lecho poroso
haciendo enjuagues con la solucion de etanol-agua. Finalmente, el sedimento obtenido se metié en la mufla a 500°C
por cuatro horas y posteriormente se pulverizo en un mortero para obtener las SiO,NSs.

Adsorcion de carvacrol sobre las nanoesferas de dioxido de silicio

La adsorcion se realizé por duplicado y se utilizaron tres concentraciones diferentes de carvacrol (23.30, 42 y 52.40
uL) las cuales se agregaron en 10 mL de etanol y 200 mg de las SiO,NSs, posteriormente se sometieron a ultrasonido
por 10 minutos y se colocaron en una parrilla de agitaciéon a 60 rpm y se tomaron muestras de 300 uL alas 0, 1, 2, 3,
5,8, 12,24 y 48 horas, se centrifugaron las muestras a 9,000 rpm por 5 minutos posteriormente se realizaron diluciones
tomando 10 pL del sobrenadante de las muestras y 990 pL de etanol, para posteriormente analizar las muestras en el
espectrofotometro Uv-Vis. La solucién de SiO,NSs-Carvacrol se centrifugd a 4,000 rpm por 20 minutos para la
recuperacion de las SiO,NSs cargadas con carvacrol.

Liberaciones de carvacrol-SiO,NSs

La liberacion de carvacrol se realizé en 50 mL de agua destilada en la cual se agregaron 50 mg de SiO,NSs-Carvacrol,
posteriormente se colocaron en agitacion a 250 rpm y se tomaron muestras de 1,000 pL alas 0,0.5,1,1.5,2,2.5, 3, 5,
8, 12 y 24 horas, se centrifugaron las muestras a 9,000 rpm por 5 minutos, se analizé el sobrenadante mediante
espectroscopia Uv-Vis. Las soluciones de las liberaciones se centrifugaron a 4,000 rpm por 20 min para la recuperacion
de las SiO,NSs.
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Figura 1. Andlisis por DRX de las SiO;NSs Figura 2. Analisis por FT-IR de las SiO;NSs

En la figura 1 se observa la curva de difraccion de rayos X de las nanoesferas de dioxido de silicio, observando un pico
a 22° (20) el cual es caracteristico del dioxido de silicio, ademas se puede observar que tiene una cristalinidad amorfa
o también se podria decir que no es cristalino, lo cual ya ha sido reportado anteriormente por Usha et al. (2013).

En la figura 2 se observa el espectro FT-IR de las nanoesferas de dioxido de silicio donde estan marcadas sus bandas
caracteristicas en 1,072, 970, 800 y 450, los cuales corresponden a los enlaces Si-O-Si con una vibracion de tension
asimétrica, Si-OH con una vibracion de tension, Si-O-Si con una vibracion de tension simétrica y Si-O-Si con una
vibracion de flexion respectivamente. Estos resultados ya han sido reportados anteriormente por Cornejo et al (2009).
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Figura 3. Anélisis por SEM de las SiO;NSs Figura 4. Histograma del tamano de las SiO:NSs

En la figura 3 se observan las nanoesferas de dioxido de silicio mediante la técnica de microscopia electronica de
barrido, comprobando asi que la sintesis de las nanoesferas se llevo a cabo exitosamente.

En la figura 4 se observa el histograma del tamafio de las nanoesferas, se contaron 76 esferas y se midi6 su didmetro
utilizando el software Comptage de particule, se obtuvo un 51.98% de esferas con tamaiio de 180 a 240 nm.
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Tabla. 1. Adsorcion de carvacrol sobre las SiO;NSs En la tabla 1 se muestran los resultados de las

Experimento Concentracion Carvacrol adsorciones de carvacrol sobre las nanoesferas de
inicial (mg) adsorbido dioxido de silicio que fueron realizados por duplicado,

(mg) para la concentracion uno de 22.7 mg se obtuvieron

1 2 adsorciones de 2.0291 y 6.3466 mg, para la

concentracion dos de 40.992 mg se obtuvieron
adsorciones de 3.0573 y 7.0634 mg, por ultimo para la
C1 22.7 2.029116.3466 concentracion tres de 51.1424 mg se obtuvieron
adsorciones de 6.0119 y 1.2892 mg. Se encontré una
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Figura 5. Liberaciones de las SiO:NSs-Carvacrol
durante 24 horas

En la figura 5 se observa que el tiempo en el que se libera la mayor cantidad de carvacrol es durante las primeras 3
horas en todos los experimentos ya que después empieza a decaer la concentracion de carvacrol como se observa en
las horas 12 y 24 en las cuales la concentracion muestra una disminucion continua.

En la tabla 2 se observan las cantidades de carvacrol que se liberaron con respecto a las concentraciones que se habian
adsorbido, mostrando los porcentajes muy parecidos en el experimento uno, mientras que en el experimento dos el
porcentaje de liberacion de una de las pruebas vari6 considerablemente
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Figura 6. FT-IR de las SiO;NSs cargadas con Figura 7. FT-IR después de las liberaciones de
carvacrol SiO,NSs-carvacrol

En la figura 6 se observa el espectro FT-IR de las SiO,NSs cargadas con carvacrol en donde se observan las bandas
caracteristicas de las nanoesferas de dioxido de silicio las cuales se encuentran en 1,059 y 448 que corresponden a los
enlaces Si-O-Si con un tipo de vibracion de tension asimétrica y flexion respectivamente. También se observan las
bandas caracteristicas del carvacrol las cuales se encuentran en 3,378, 1,633, 1,451, 1,336 y 801, donde se encuentran
los enlaces OH con vibracion de tension, C-C con vibracion de tension, OH con vibracion de flexion, C-O con
vibracion de tension y el anillo aromatico con vibracion de flexion respectivamente, estas bandas caracteristicas del
carvacrol han sido reportadas anteriormente por Karim et. al. (2012). Demostrando asi que las nanoesferas de dioxido
de silicio si adsorbieron parte del carvacrol.

En la figura 7 se observa el espectro FT-IR de las SiO,NSs-carvacrol después de la liberacion en la cual se observan
las bandas 1,073 y 455 las cuales corresponden a los enlaces Si-O-Si con un tipo de vibracion de tension asimétrica y
de flexion respectivamente, las cuales corresponden a las nanoesferas de dioxido de silicio. También se observan
bandas en 3,350 y 804 las cuales corresponden a los enlaces OH con vibracion de flexion y el anillo aromatico con
vibracion de flexion los cuales corresponden al carvacrol. Algunas de las bandas del carvacrol que se encontraron en
la figura 6 desaparecieren debido a la liberacion del mismo.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron nanoesferas de dioxido de silicio con un tamafio promedio de 180 a 240 nm, el cual esta dentro del
rango que se puede obtener en la sintesis de las mismas, ya que el tamaflo puede variar dependiendo de la cantidad de
los reactivos que se utilicen. La temperatura también es un factor que incide directamente proporcial al tamafio de la
nanoesfera, aunque para determinar el grado de influencia en este, se deben hacer conteos de al menos 500 esferas.
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Respecto a la adsorcion de carvacrol se obtuvo una mayor cantidad cuando la concentracion de este es alta, pero en el
duplicado que se hizo no se obtuvo el mismo comportamiento. Con respecto a la liberacion los porcentajes fueron
distintos, puede ser debido a que se utilizaron distintos materiales en la realizacion del duplicado, por lo cual no se
logré realizar una cinética para la liberacion del carvacrol.
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HONGOS RECOLECTADOS DE LA SIERRA MADRE ORIENTAL DE SAN LUIS
POTOSI: IDENTIFICACION MOLECULAR DE UN MICROMICETO

Garcia Castro Hermelinda.' y Teran Figueroa Yolanda.?

RESUMEN

Fue purificado un macromiceto (denominado # 8) el cual fue colectado en la Sierra Madre Oriental de San Luis
Potosi en tiempo de secas. Este fue crecido en caja de Petri y se obtuvo una curva de crecimientos. Las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas fueron descritas. El ADN de este fue extraido y su concentracion y
relacion de Absorbancia 260/280 se establecio. Con este ADN se montd una reaccion de PCR con el objetivo de
amplificar la region ITS del ADN ribosomal para poder hacer la identificacion molecular después de analizar la
secuencia, desafortunadamente no fue posible obtener el amplicon esperado, aun cuando se ensayaron varias
modificaciones en las condiciones.

Palabras Clave: ADN, electroforesis, purificacion, macromicetos.
ABSTRACT

A macromycete (denominated # 8) which was collected in the Sierra Madre Oriental of San Luis Potosi in the dry
season was purified. This was created in Petri box and obtained a curve of growth. Macroscopic and microscopic
features were described. DNA from this was extracted and its concentration and Absorbance 260/280 ratio was
established. With this DNA a PCR reaction was set up with the aim of amplifying the ITS region of the ribosomal
DNA to be able to do the molecular identification after analyzing the sequence, unfortunately it was not possible to
obtain the expected amplicon, even though several modifications were made to the conditions.

Key Words: DNA, electrophoresis, purification, macromicets.
INTRODUCCION

Se dice que los hongos son organismos con nticleo que se reproducen por esporas, carecen de clorofila, se
reproducen sexual o asexualmente y tienen estructuras somaticas filamentosas y ramificadas rodeadas por
una pared celular hecha de celulosa, quitina o ambas. Una definicion que intenta ser exhaustiva sefiala que
son organismos heterotrofos (incapaces de usar el bidxido de carbono como unica fuente de carbono) e
ingieren su alimento por absorcion (Alexopoulus y col, 1996).

La micologia es el estudio de los hongos, grupo diferentes de organismos mas emparentados con los
animales que con las plantas, en un conocimiento preciso de su estructura bioquimica y genética,
constituidos especialmente en los ultimos afios. Los hongos se dividen actualmente en tres reinos
separados y distintos. Es erroneo y podria ser mal interpretado refiriéndose a los hongos como “plantas sin
clorofila” (FAO, 2014). Los hongos proveen una gran gama de metabolitos secundarios, algunos con
actividad biologica que se puede usar en medicina (Carlile y col, 2001). Investigaciones demuestran que la
cantidad diversa de macromicetos producen compuestos antimicrobianos, antifingicos, antivirales y
citostaticos. Actualmente las identificaciones de los hongos se hacen a nivel molecular amplificando la
region ITS del ADN ribosomal. De lo anterior deriva la importancia de conocer el género y especie de
diferentes macromicetos para a futuro estudiar sus metabolitos en beneficio del humano. Asi el objetivo
del presente trabajo fue purificar e identificar molecularmente a un hongo macroscépico colectado en la
sierra Madre Oriental de San Luis Potosi.

'Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Periférico Raul Lopez Sanchez y Carretera Santa Fe, S/N. CP
27054, Torreén Coahuila; MEXICO. hermej05@hotmail.com
2 Universidad Auténoma de San Luis Potosi Facultad de Enfermeria. Av. Nifio Artillero No. 130 C.P. 78240, San
Luis Potosi, S.L.P., MEXICO. yolandat@uaslp.mx; vgguaslp2@hotmail.com

METODOLOGIA
De un macromicetos (denominado #8) colectado en la Sierra Madre Oriental en tiempos de secas (2014) y
conservado a -30°C, se procedio a hacer la descripcion morfologica (caracteristicas de la superficie y borde, tamafio,
color, etc.) De una laminilla del hongo (donde se encuentran los cuerpos fructiferos), se realizo la siembra primaria
en caja de Petri con medio PDA dividida en 4 cuadrantes. A partir de la laminilla, se tomaron 4 segmentos pequeios
para colocarlos uno en cada parte de la caja de cultivo, dejandolo crecer por tres dias a temperatura ambiente, esto
para purificar al hongo. Se observo el crecimiento cada 24 horas hasta obtener colonias idénticas al menos en tres de
los 4 cuadrantes, como sucedid. De uno de los tres cuadrantes se tomd un bocado de 0.5 cm de diametro y se hizo un
re-aislado para corroborar la purificacion. Fue establecida una curva de crecimiento en caja haciendo una resiembra y
midiendo el aumento radial por dia hasta que esta se llend. Las caracteristicas de la colonia fueron descritas. Todos
los cultivos se incubaron a temperatura ambiente y se siguieron hasta por un maximo de 7 dias. Para observar las
caracteristicas microscopicas se tomaron con cinta kristal muestras de micelio de cada dia de crecimiento de una de
las cajas, se tifieron con verde de malaquita y se tomaron fotografias.
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Para la Extraccion de DNA se utilizo el kit comercial Wizard® (Genomic DNA Purification Kit). E1 DNA aislado se
conservd a -20°C y posteriormente la relacion de absorbancia 260/280 nm fue cuantificada por triplicado por
espectrofotometria (NanoDrop-1000 Spectrophotometer). Para observar la integridad del mismo se corrié en un gel
de agarosa al 1.2% previamente tefiido con bromuro de etidio (5 pL/100 mL) con amortiguador TAE 1X a 80 V por
alrededor de una hora y cuarenta y cinco minutos. El gel se fotografi6 en un fotodocumentador con luz UV
(ENDURO™ GDS) y se procedi6 a su analisis.

Para la amplificacion por PCR se usaron los cebadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG), directo, e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), reverso (White et al., 1990). EI volumen total de la reaccion se llevo a 25 pL,
(0.2 pL de TaqPol 5 U/uL, 1.5 pL de MgCl, 50 Mm, 2.5 pL de buffer PCR 10X, 5 uL dNTPs 10 mM, 1 pL de
DNA, 1 pL de cada cebador 10 uM y 7.8 pL. de agua desionizada estéril). La amplificaciéon se hizo en un
termociclador 3PrimeG de Techne®, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 6 min,
desnaturalizacion a 94°C por 20 seg, alineamiento a 62°C por 15 seg, elongacion a 72°C por 20 seg y elongacion
final a 72°C por 6 min, se realizaron 30 ciclos para la desnaturalizacion, alineamiento y elongacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
El macromiceto denominado #8 se encontraba unido a un arbol y asociado a otro hongo en el sitio de recoleccion

(figura 1 A). Este presenta forma tipo repisa con borde doble y es de color café con aspecto lefioso. El olor que
despide recuerda al de los hongos comestibles.

8 cm. de ancho

Bordes de
crecimiento

Fig. 1 Caracteristica macroscopica del macromiceto denominado #8. A. Fotografia den el lugar de
recoleccion. B. Fotografia en el laboratorio.

Posteriormente se llevo a cab- la purificacion del hongo haciendo un re-aislado a partir de una colonia de la siembra
original (figura 2A). A Jas 8 horas tenia un diametro de 2.7 cm (figura 2B). La a colonia presenta las siguiertes
caracteristicas: creciraiento en olas, con colores inicialmente verde al centro y luego blanquecino trasparente con una
ola verde-amarillenta para terminar en borde blanco (cultivos de 24 a 48 horas), posteriormente se observa el centro
con pigmento blanco-verde (cultivo de 72 a 96 horas). La colonia es seca y polvosa (figura 2 D). Microscopicamente
se encuentran hifas hialinas retorcidas, conidios y esporas (Figura 2 E y F).
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Fig. 2 Purificacién del hongo #8 en medio de cultivo PDA, A; cuadrantes sembrados con fragmentos del
hongo. B; re-siembra del hongo. C y D; crecimiento de las colonias a las 72 y 96 horas E; Estructuras
microscoépicas. Se observan los conidiéforos, fidlides y esporas. Tincion verde malaquita. Aumento 10X, 40X
y 100X.

En la figura 3 se observa la curva de crecimiento. A las 72 h la colonia choca con los bordes de 1a caja.

Fig. 3 Curva de crecimiento de macromiceto #8 en cultivo PDA. Incubacion a temperatura ambiente por 72 h.
Posteriormente se procedi6 a hacer la extraccion del ADN del macromiceto y verificacion de la calidad del mismo
como primer paso para posteriormente hacer la amplificacion. La integridad del acido nucleico pudo observarse en
un gel de agarosa al 1.2 % como puede verse en la figura 4.
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Figura 4. Comportamiento del ADN extraido del micromiceto. Carril 1, marcadores de tamaro; carril 2, ADN
extraido.

La PCR para amplificar la regiéon ITS del ADN ribosomal se hizo como se describe en la metodologia,
desafortunadamente no fue posible obtener el amplicon esperado, aun cuando se ensayaron varias modificaciones en
las condiciones.

DISCUSION

En la propagacion de las especies de hongos en la Reserva, intervienen diversos vectores como aire, lluvia y algunos
roedores que abundan en la zona. El sustrato sobre el cual se encontrd al hongo fue la madera, por lo que puede
presumirse que libera celulasas. Este hongo, al igual que todos los otros encontrados en el area, tiene una
importancia ecoldgica que ha sido poco estudiada. En esta ocasion se amplia el conocimiento de dicho macromiceto
al hacer una purificacion. Por otro lado, se deja como perspectiva la identificacion molecular, ya que como se
menciond, no fue posible obtener el amplicon esperado. Esta es mas confiable debido a su repetuitibilidad (ya que se
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_ basa en la comparaciéon de un caracter invariable) y tiene su fundamento en la comparaciéon de secuencias
provenientes de organismos que han sido identificados morfolégicamente (Feregrino-Feregrino y col, 2013). Ademas
es posible obtener tanto el género como la especie.

CONCLUSIONES
*  Fue posible purificar al hongo y describirlo macro y microscopicamente.
* No fue posible obtener el amplicon esperado como producto de la PCR utilizando los oligos ITS1 e ITS4.
* Se deja como perspectiva buscar las condiciones adecuadas para la amplificacion de la region ITS del ADN
ribosomal del hongo para poder posteriormente secuenciar y hacer comparaciones en bases de datos, de tal
manera que pueda hacerse la identificacion molecular del mismo.
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MOSCAS DE LA FAMILIA SARCOPHAGIDAE EN EL MUNICIPIO DE TORREON,
COAHUILA

Taurino Velasco Hernandez' y Fabian Garcia Espinoza®
RESUMEN

Es de suma importancia estudiar tanto la taxonomia como la biologia de los sarcofagidos ya que en esta familia de
dipteros se encuentran especies que son de las principales colonizadoras de cadaveres ademas de que pueden
presentar diversos habitos, se pretende colectar los especimenes mediante uso de trampas cebadas tipo wot redes
entomologicas y trampas de vacio o aspirador, los especimenes montados en alfileres entomoldgicos se usaran para
la identificacion a nivel género en el laboratorio de parasitologia de la UAAAN UL asi mismo estos especimenes una
vez identificados se hara una descripcion de su morfologia externa tomando en cuenta las caracteristicas principales
para cada una de las regiones corporales cabeza térax y abdomen.

Palabras Clave: Sarcofagidos, Moscas, Comarca Lagunera, Taxonomia, Familias.
ABSTRACT

It is of utmost importance to study both the taxonomy and the biology of the sarcophagidae, since in this family of
dipterans there are species that are the main colonizers of corpses, besides that they can present different habits, it is
tried to collect the specimens through the use of trapped traps type wot entomological networks and vacuum traps or
vacuum cleaner, the specimens mounted on entomological pins will be used for the identification at the level of the
laboratory in the parasitology of the UAAAN UL as well these specimens once identified will be made a description
of their external morphology taking into account the main features for each of the body regions head thorax and
abdomen.

Key words: Sarcophagidae, Flies, Lagoon region, Laxonomy, Families.
INTRODUCCION

Los dipteros conforman uno de los mas grandes 6rdenes de insectos, con mas de 86,000 especies descritas, las cuales
son comunmente conocidas como moscas. Mas de 16,000 de estas especies ocurren en Norteamérica. Aunque
existen grandes diferencias entre los dipteros, ellos se caracterizan por poseer un solo par de alas usadas para volar y
un segundo par de alas muy reducidas, con forma de un pequefio mazo llamadas halteres, las cuales son utilizadas
para estabilizar el vuelo (Byrd y Castner, 2010).

Las moscas son carrofieras importantes, alimentandose y por lo tanto reciclando material vegetal y animal en
descomposicion. Algunas son depredadoras y parasitos de otros insectos (Byrd y Castner, 2010).

Los dipteros se encuentran dentro de los principales grupos de insectos que colonizan los cuerpos en
descomposicion y han sido definidos por muchos investigadores como los primeros en llegar, inclusive, pocos
minutos después de haber ocurrido la muerte (Liria, 2006; Yusseff, 2007).

La importancia de los dipteros en estudios de entomologia forense radica en que las especies de este orden son las
primeras en llegar a colonizar la materia en descomposicion (Valdés, 2009) o como puntualiza Salazar-Ortega
(2008), que existen especies que se presentan a los pocos minutos del deceso o incluso durante la agonia. Los
califoridos pueden ser encontrados practicamente en cualquier lugar y muchas especies son de considerable
importancia econdémica. Por lo general son de colores metalicos. La mayoria de las especies de esta familia son
carrofieras, las larvas viven en carrofia, excremento y otros materiales similares (Triplehorn y Johnson, 2005).

En la Comarca Lagunera se han enlistado alrededor de 13 géneros y una probabable especie de la familia
Sarcophagidae, entre los cuales estan: Euboettcheria, Neobellieria, Paraphrissopoda, Tytanogrypa, Aracnidomyia,
Comasarcophaga, Boettcheria, Kellymyia, Bellieria, Bercaea, Liopygia, Oxisarcodexia, Eumacronychia y
Archimimus camatus Reinhard (Garcia, 2011; Garcia-Espinoza et al., 2011; Valdés et al., 2010).

Entre los insectos, las moscas representan un grupo de particular interés por la gran capacidad y eficiencia bioldgica
para adaptarse a diversos ecosistemas, ademas de presentar una amplia distribucién geografica y capacidad
reproductiva. Entre las familias de dipteros que se asocian al proceso de descomposicién de carrofia se encuentran:
los califoridos (Calliphoridae), sarcofagidos o moscas de la carne (Sarcophagidae), los muscidos (Muscidae), los
fanidos (Fanniidae) y los foridos (Phoridae) (Gautreau, 2007; Gennard, 2007).

Las moscas de la familia Sarcophagidae son casi cosmopolita con mas de 2,000 especies descritas en alrededor de
400 géneros; aproximadamente 327 especies estan consignadas para Estados Unidos y Canada. Representantes de
esta familia son encontrados alrededor del mundo, con la mayoria de especies en regiones tropicales o de clima
templado (Shewell, 1987; Byrd y Castner, 2010).

Las hembras de Sarcophagidae no ovipositan sino que son larviparas, y por lo tanto las masas de huevos encontrados
en restos humanos no pueden ser atribuidas a éstas. El periodo de tiempo necesario para el desarrollo del huevo debe
también ser eliminado cuando se calcula un IPM basado en datos e indicios de sarcofagidos (Shewell, 1987; De
Arriba y Costamagna, 2006; Byrd y Castner, 2010).

La sistematica de la familia Sarcophagidae es debatida y poco clara. Algunos especialistas que objetan el empleo de
estructuras no comunes a ambos sexos y siguen la nomenclatura tradicional, distinguen s6lo dos géneros: Sarcophaga
y Wohlfahrtia. Otros, separan a Sarcophaga en varios géneros diferentes reconociendo alrededor de 400, los cuales
resultan imposibles de identificar unicamente con el estudio de las hembras. Los érganos sexuales del macho en la
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mayoria de los casos, presentan la prueba final de la relacion entre las especies y entre los géneros (De Arriba y
Costamagna, 20006).

METODOS Y MATERIALES

El estudio se llevara a cabo en la Comarca Lagunera, conformada por municipios de los estados de Coahuila y
Durango. La Comarca Lagunera se sitia en un area biogeografica conocida como Desierto Chihuahuense,
presentando una elevacién promedio de 1120 msnm. El clima que predomina en esta zona es semiarido, con lluvias
muy escasas durante el verano, llegandose a registrar en promedio precipitaciones anuales de 250 mm.

La Comarca Lagunera o La Laguna, como también es conocida, esta conformada por 15 municipios, 5 del Estado de
Coahuila (Torreén, Matamoros, San Pedro de las Colonias, Francisco I. Madero y Viesca) y 10 del Estado de
Durango (Gémez Palacio, Lerdo, Tlahualilo de Zaragoza, Mapimi, San Pedro del Gallo, San Luis del Cordero,
Rodeo, Nazas, General Simén Bolivar y San Juan de Guadalupe). Para el afio 2017, se propone trabajar en los
municipios de Torredn, Matamoros y Viesca en Coahuila y Gomez Palacio y Lerdo en Durango.

Las colectas se llevaron a cabo en dos localidades del municipio de Torreon.

Para colectar adultos se utilizaran trampas “West Australian” (tipo WOT) modificadas segiin Cole (1996), éstas
trampas son utiles en la captura de moscas adultas. Las trampas se cebaran con una mezcla de estiércol bovino, carne
de pescado, carne de res y agua, a razon de 150 gramos de cada ingrediente (Becerril, 2013; Chirino, 2013; Garcia
2013).

Tres trampas seran colocadas en cada sitio de muestreo. Las trampas serdn colocadas en el sitio de colecta y seran
recogidas en la tarde del segundo dia o a mas tardar en la mafiana del tercer dia, se revisaran y se recogeran las
moscas colectaras.

También se usaran redes entomologicas (ligeras y de golpeo) para colectar moscas en un radio de 20 metros
alrededor del sitio donde se colocaran las trampas. Con las redes entomologicas se colectaran tanto en el dia de la
colocacion de las trampas WOT, como el dia de retirar las mismas.

Las especimenes colectados se colocaran en frascos con etanol al 100% con su respectiva etiqueta y seran
transportados al Laboratorio del Departamento de Parasitologia de la UAAAN UL.

Etapas de estudio

Las colectas se haran en dos etapas, debido a que la diversidad y abundancia de éstos dipteros tratando de abarcar asi
las cuatro estaciones del afo para tener registro de los sarcofagidos que ocurren en cada una de ellas. Las colectas de
primavera y verano, abarcaran preferentemente los meses de marzo a julio, mientras que las colectas de otofo e
invierno se haran durante los meses de septiembre a enero.

Preservacion y montaje

Se haran anotaciones durante cada colecta sobre el sitio de estudio en particular, esto con la finalidad de registrar el
habitat de los especimenes colectados.

Una parte de los especimenes colectados seran montados con alfileres entomoldgicos, cada una con su respectiva
etiqueta y colocadas en cajas para colecciones entomologicas y se registraran en la base de datos de insectos de
importancia forense de la Comarca Lagunera.

Identificacion de géneros y/o especies

La otra parte de especimenes que no fue montada serd conservada en etanol al 100% para su posterior envio y
corroboracion de los expertos en este taxon.

Los especimenes montados en alfileres entomologicos se usaran para la identificacion a nivel género en el
laboratorio de Parasitologia de la UAAAN UL, asi mismo, estos especimenes una vez identificados, se hara una
descripcion de su morfologia externa, tomando en cuenta las caracteristicas principales para cada una de las regiones
corporales (cabeza, torax y abdomen).

Se describiran a los especimenes tomando en cuenta caracteristicas cualitativas (como coloracion,
microtomentosidad, tipo de héabitos y habitat, entre otros) y datos cuantitativas (longitud del cuerpo y sus partes,
tamafio del cuerpo, nimero de setas/pelos, entre otros).

Revision de colecciones

Se revisaran las colecciones entomolodgicas que contienen dipteros de interés forense, y en especial sarcofagidos para
referencias y comparaciones de los géneros y especies colectados.

Se pretende revisar la coleccion entomologica existente en el Colegio de Posgraduados, la coleccion de insectos de
interés forense del Departamento de Parasitologia de la UAAAN Saltillo, la coleccion de insectos de interés forense
depositada en el INECOL, A.C. y la coleccion de dipteros de interés forense del Departamento de Parasitologia de la
UAAAN UL.

Manejo y uso de datos

Con los datos que se obtengan y las descripciones de los géneros y/o especies, se presentara una clave taxonéomica
especifica para Sarcophagidae de la Comarca Lagunera. Ademas se obtendra como resultado también un listado de
géneros de sarcofagidos de la Comarca Lagunera (parte del Desierto Chihuahuense).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se reviso la coleccion entomoldgica en el Departamento de Parasitologia de la UAAAN UL, de igual manera se
fueron acomodando por o6rdenes para asi llevar los registros ordenados los insectos que estaban deteriorados se
quitaban de la coleccion ya que no tenia caso conservarlos.
Se realizaron colectas en dos localidades del municipio de Torredn.
Se identificaron 13 géneros de moscas.
Dentro de los sarcofagidos presentes en la Comarca Lagunera, la subfamilia Sarcophaginae es la mas abundante.
Esta subfamilia contiene las moscas mas grandes dentro de la familia Sarcophagidae, raramente pequefias (Pape,
1987); es la subfamilia més grande de las tres subfamilias aca mencionadas, ésta comprende 2200 especies dentro de
51 géneros (Pape et al., 2011).
De todos los géneros reportados por Shewell (1987) para la region neartica, en la Comarca Lagunera han sido
consignados alrededor de 13 géneros de sarcofagidos (Garcia-Espinoza y ValdésPerezgasga, 2012). De esos 13
géneros aca se revisan cuatro de ellos, a saber, Euboettheria, Kellymyia, Liopygia y Neobellieria.
El cuadro 3 enlista las subfamilias y géneros de sarcofagidos recolectados en Torreon, Coahuila, mismo que incluye
los especimenes obtenidos a partir de larvas LIII colectadas en restos humanos durante el afio 2008.
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Tabla 1. Lista de géneros recolectados durante cuatro afios en distintas épocas del afio en la Comarca Lagunera

Subfamilia
Sarcophaginae

Miltogramminae

Genero
Neobellieria

Paraphrissipoda
Tytanogrypa

Aracnidomyia
Comasarcophaga
Boettcheria
Kellymyia
Bellieria
Bercaea
Liopygia

Oxisarcodexia
Oxisarcodexia
Reinhard
Eumacronychia

Cebo (origen de colecta)

Se colectaron en todas las
etapas

y cebos mencionados

Febrero/2007 Juni y julio
2009

Restos humanos

Restos humanos
Febrero/2007 'y en restos
humanos

Restos humanos

Restos humanos

Febrero/2007

Estadio colectado

LIII, Prepupa, Adulto

LIII, Prepupa, Adulto

LIII, Prepupa

LIII, Prepupa
LIII, Prepupa
LIII, Prepupa
LIII, Prepupa
LIII, Prepupa
LIII, Prepupa
LIII, Prepupa

LIII, Prepupa
Adulto

Adulto

Liopygia. Es la tercera en cuanto a cantidad de especimenes de los cuatro géneros seleccionados. Es un poco mas
grande que Neobellieria, de cuerpo mas delgado y alargado que los dos géneros anteriores, Liopygia se distingue
facilmente de los otros géneros presentes en la region por los pelos blancos abundantes en la gena (anterior y
posterior). Le hembra tiene el terguito 6 doblado en medio, puede verse un angulo en la parte superior incluso en el
terguito 5 (tanto del macho como de la hembra. El esternito 7 se encuentra cubierto pos el terguito 6 doblado y los
abundantes pelos que éste presenta.

Neobellieria. Es una mosca grande, casi del mismo tamafio que Euboettcheria, sin embargo, ésta es un poco mas
amplia en el térax y abdomen. Ocupa el segundo lugar en cantidad de especimenes en la coleccion. Puede
distinguirse la hembra del macho ya sea por las setas escutelares apicales que presenta el macho o por la forma del
cuerpo, el macho es de cuerpo méas adelgazado que la hembra. La terminalia de la hembra es muy distintiva, el
terguito 6 se encuentra dividido en medio por una membrana, un dobléz muy pronunciado. El esternito 7 se
encuentra casi oculto.

Liopygia. Es la tercera en cuanto a cantidad de especimenes de los cuatro géneros seleccionados. Es un poco mas
grande que Neobellieria, de cuerpo mas delgado y alargado que los dos géneros anteriores, Liopygia se distingue
facilmente de los otros géneros presentes en la region por los pelos blancos abundantes en la gena (anterior y
posterior). Le hembra tiene el terguito 6 doblado en medio, puede verse un angulo en la parte superior incluso en el
terguito 5 (tanto del macho como de la hembra . El esternito 7 se encuentra cubierto pos el terguito 6 doblado y los
abundantes pelos que éste presenta.

Kellymyia. Finalmente en el género Kellymyia se encuentran las moscas mas pequefias que los tres géneros
anteriores. Los especimenes son de apariencia mas grisaceas que los otros de apariencia negruzca. Machos y
hembras son de tamafio similar. Le hembra puede ser separada facilmente por la forma que tiene su terminalia,
presenta dos hendiduras, una a cada lado del terguito 6, dandole éstas una apariencia de “carita feliz” ya que las
hendiduras parecen ojos y el sinterogosternito 6+7 toma forma una curva o “sonrisa”.

CONCLUSIONES
Se trabajo en el Departamento de Parasitologia de la UAAAN UL, en el acomodo de los insectos para una mejor
facilidad su busqueda de cada uno de ellos o por familias. Se realizaron colectas en dos localidades del municipio de
Torreén. Se identificaron 13 géneros de moscas.
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ACTIVIDAD CEREBRAL EN EL ESTABLECIMIENTO DE PREFERENCIA DE
ALIMENTO POR INTERACCION SOCIAL EN RATONES

Angela Elena De Luna Marmolejo y Rail Gerardo Paredes Guerrero
RESUMEN

En los ratones, la eleccion de comida se ve influenciada por la transmision social de informacion de un alimento.
El aprendizaje adquirido en STFP genera cambios plasticos en diferentes estructuras cerebrales, demostrados a través
de técnicas histologicas, teniendo como limitacion la realizacion de estudios longitudinales rigurosos. Una de las
técnicas mas recientes para la localizacion de la actividad cerebral, es la imagenologia por resonancia magnética
con manganeso como medio de contraste (MEMRI por sus siglas en inglés), que permite el analisis de cambios
estructurales y funcionales cerebrales sin ser invasivo. Se emplearon ratones C57 hembra ovariectomizadas de edad
de 3 meses, como observadores (OBS) y ratones CD1 hembra ovariectomizadas de 3-4 meses de edad, como
demostradores (DEM). Se administré6 MnCl, (intraperitoneal OBS), 24 horas previas a la evaluacion de aprendizaje,
que consistio en la interaccion de un DEM, que previamente consumi6 un alimento, con un OBS, seguido por la
adquisicion de imagenes (MEMRI); dos semanas después se evalud la memoria mediante exposicion y 24hrs después
se realizo una prueba de preferencia de alimento.

INTRODUCCION

La transmision de informacioén es un mecanismo utilizado por diversos organismos con la finalidad de favorecer la
supervivencia y adaptacion al medio. La transmision social de preferencia de alimento (STFP, por sus siglas en
inglés) permite a los sujetos de una especie aprender a través de sus congéneres los alimentos que son benéficos y
cuales pueden implicar dafios. La transmision social de preferencia de los alimentos se ha estudiado en modelos
humanos como animales, siendo los ratones uno de los mas utilizados; cuando los ratones se enfrentan con diferentes
opciones de comida, la preferencia que muestran hacia un determinado alimento se ve influenciada por la
informacion adquirida de un conspecifico que previamente haya consumido ese alimento (Galef y Wigmore, 1983),
este modelo se describe con el raton observador que adquiere las referencias del alimento via olfatoria, del
conspecifico (demostrador).

El aprendizaje en STFP genera cambios plasticos en diferentes estructuras cerebrales, lo cual ha sido demostrado a
través de técnicas de inmunohistoquimica. Uno de los marcadores utilizados en esta prueba es c-fos, siendo este un
gen de expresion temprana, el cual se manifiesta después de una experiencia o estimulacion (Countryman, Kaban y
Colombo, 2005). Se encontré que existe un aumento de c-fos en el hipocampo ventral y dorsal al exponer a los
roedores en STFP, (Countryman, Orlowski, Brightwell, Oskowitz, y Colombo, 2005) debido a que en la STFP, el
hipocampo juega un papel importante para la generacion de memoria a largo plazo (Chuangz, Lee y Silva, 2009).
Sin embargo una de las limitaciones de los estudios histologicos es el impedimento para realizar estudios
longitudinales, pues se requiere el sacrificio de sujeto experimental para el posterior analisis del tejido de interés
(Countryman et al 2005). En tanto que la imagenologia por resonancia magnética (MRI, por sus siglas en inglés)
permite el analisis de cambios estructurales y funcionales sin ser invasivo. Tanto la inmunohistoquimica como
MRI han demostrado ser técnicas equiparables para investigar la activacion neuronal (Moirta, Ogino, Seo, et al.
2002).

El estudio con MRI utiliza manganeso (Mn>") como medio de contraste (MEMRI por sus siglas en inglés) lo cual
permite localizar las areas y vias cerebrales activadas mediante un estimulo (Galef et al 1983; Cacace et al 2014). El
manganeso es un andlogo del calcio (Ca) el cual entra a las neuronas activas, mediante canales de calcio
dependientes de voltaje (Lin, y Koretsky, A. 1997); ademds el manganeso es un agente paramagnético, similar a la
hemoglobina (McRobbie, Moore, Graves y Prince, 2016) que al acumularse produce una alteracion en el campo
magnético local, acortando los tiempos de relajacion longitudinal (T1) y produciendo una mejora en el contraste de
las iméagenes ponderadas a T1 (Chuang et al. 2009). E1 Mn®" permanece en neuronas de 2-3 meses (Moirta et al
2002; Brunnquella, et al 2016), teniendo un pico maximo de concentracion a las 24 horas, con via de administracion
sistémica (Brunnquella et al. (2016)

El presente estudio tiene como objetivo identificar las areas cerebrales activadas por la interaccion de los
demostradores hacia los observadores durante la SFTP, en los procesos de aprendizaje y memoria.

METODOS

Animales

Se utilizaron 30 ratones criados en condiciones de bioterio; temperatura (21°£1), humedad al 50%, ciclo de luz-
oscuridad 12:12 (luces son encendidas a 8 am), aire acondicionado, agua y alimento ad libitum (LabDiet 5001
rodent diet)

Se emplearon 13 ratones hembra ovariectomizadas C57 de edad de 3 meses, como observadores (OBS) y 13
ratones hembra ovariectomizadas CD1 de 20 a 21 gramos, como demostradores (DEM).

Al inicio del experimento cada observador fue emparejado con un demostrador elegido aleatoriamente. Durante el
experimento, las parejas de observadores- demostradores fueron puestas en cajas, durante tres dias, como periodo de
adaptacion, con acceso libre a agua y alimento (LabDiet 5001)

Administracién de Mn**

La administracion de Mn fue realizada en los ratones observadores, 24 horas previas a la adquisicion de imagenes
mediante resonancia magnética. Se realizara administracion via intraperitoneal de 8nM/kg (8nM/kg/10ml) de
cloruro de manganeso (MnCl,) (Manganese (I1I) chloride SIGMA-ALDRICH, Num. De producto 244589, St. Louis)
preparado en solucion fisiologica.

Procedimiento
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Aprendizaje: comenzd con la separacion de las parejas, cada raton fue colocado en cajas diferentes, tanto observador
como demostrador se expusieron a un periodo de ayuno de 12 horas. Posterior a esto, se crearon 4 grupos (n= 3-4
ratones/grupo); (1) ratones control, (2) ratones que no se expusieron a ningin alimento (NF), (3) ratones expuestas a
cocoa al 2% (Hershey’s cocoa) (4) ratones alimentadas con canela al 1% (McCORMICK canela molida)
Dependiendo el grupo, al DEM se le permitio comer durante una hora con alimento LabDiet 5001 pulverizado
combinado con cocoa al 2% o canela al 1% o NF. A lo subsecuente se colocé al OBS y DEM en una caja durante 15
min, se grabd con camara (Sony) la interaccion entre las parejas, al término del lapso de tempo el OBS fue
inmediatamente  introducido al resonador. Al finalizar la resonancia se colocd en las ratones un arete con
numeracion, para la identificacion de las ratones en los siguientes experimentos. Los ratones OBS fueron colocados
en una sola caja.

Memoria se realizé dos semanas posteriores a la prueba de aprendizaje. Se colocé individualmente a los sujetos OBS
usados en el anterior experimento en una caja con un recipiente que contenian el alimento previamente consumido
por su demostrador dos semanas atras (LabDiet 5001 combinado con cocoa al 2% o canela al 1% o NF).
Preferencia: se evalud 24 horas posteriores a la valoracion de memoria. Se colocé a los sujetos OBS usados en el
anterior experimento en una caja con dos recipientes que contenian alimento LabDiet 5001 combinado con cocoa al
2% y otro con canela al 1%., el pesaje de los recipientes se realizé antes y después a la 1, 2, 3, 4, a6 hora de la
interaccion del animal, para conocer que alimento fue el mas consumido.

Adquisicion de imdgenes: Resonador y anestesia

Una vez concluida la actividad, se llevé a los sujetos al Laboratorio Nacional de Imagenologia por Resonancia
Magnética (LANIREM), al resonador para especies pequefias de 7T (BioScan Bruker® PharmaScan). Los sujetos
fueron anestesiados en una camara de induccion usando isoflurano (Sofloran® Vet) al 4%, una vez sedados, se
montd al raton en la plataforma del resonador y se mantiene la anestesia (1.5-2%); se registra la frecuencia
respiratoria (normal 90-110) respiraciones por minuto; se monitorea la temperatura del animal via rectal;
manteniéndose una de temperatura 37°.

Se utilizd una bobina que brinda mayor homogeneidad a la sefial. Se utilizaran dos secuencias pesadas a T1 (T1-
3DFLASH, 24min y T1-MDEFT, 24min), de las cuales se utilizara la secuencia que sea mas sensible a los cambios
en la intensidad de sefial causada por el cloruro de manganeso.

RESULTADOS

Aprendizaje

En alimento consumido por los DEM, de acuerdo al grupo experimental, se observé que en el grupo de COCO el
consumo de los ratones fue mayor a .6 g exceptuando el nimero 26, mientras que el grupo CIN tuvo un consumo
por debajo de los .6 g en tres de los ejemplares. (Figura 1y 2)

Consumo de alimento de los demostradores
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Figura 3. Promedio del consumo de alimento en las ratones  Figura 4. Promedio del consumo de alimento en las ratones
del grupo sin alimento, en la prueba de preferencia. del grupo con exposicion a canela al 1%, en la prueba de
preferencia.
Preferencia:

Los sujetos observadores que no fueron expuestos a la transmision de informacion de ningln tipo de alimento por
sus demostradores, mostraron una preferencia por la canela, dicho consumo se observo a partir del segundo pesaje
hasta el ultimo, dado que en el primer intervalo de tiempo el consumo para la canela y la cocoa fue el mismo (Figura
3).

Se observo que los ratones expuestos a canela al 1%, mostraron una preferencia hacia este alimento (Figura 4), este
comportamiento se observo desde el primer pesaje, exceptuando el de las 4 horas, siendo el unico en que los ratones
mostraron una predileccion por la cocoa.

Los ratones OBS expuestos a cocoa al 2% por sus demostradores, mostraron una ligera preferencia por la cocoa
(Figura 6), variando el consumo entre la cocoa y canela en el transcurso del lapso de tiempo (figura 5)

Tanto en el grupo de los ratones expuestos a canela como las que no fueron expuestas a ningin alimento por sus
DEM mostraron una preferencia notoria por el consumo de este alimento (figura 6)
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Figura 5. Promedio del consumo de alimento en las ratones Grupos experimentales
del grupo con exposicion a cocoa al 2%, en la prueba de Figura 6. Media de consumo del alimento, por los tres
preferencia. grupos experimentales en la prueba de preferencia.

Andalisis de imagenes:

Debido al tiempo que implica el analisis de las imagenes de resonancia magnética con manganeso como medio de
contraste, no se presentan datos relacionados a la activacion cerebral en los sujetos de cada grupo. Solo se muestran
datos preliminares de las imagenes obtenidas.

Figura 7. Imagenes de sujeto experimental en corte sagital, coronal y axial. Son resultados parciales de pre procesamiento de
los escaneos, donde los pixeles marcan la intensidad de sefial en una escala de colores (Rojo oscuro, 0.5; amarillo claro 2.5),
donde se puede observar una clara hiperintensidad en las dreas del bulbo olfatorio. Es necesario continuar con el analisis
para obtener datos comparativos entre grupos.

DISCUSION

La preferencia de alimento por los OBS obtenida de la informacion transmitida por los DEM, mostro una tendencia
al consumo del alimento conocido por el conspecifico, teniendo una relacion con el consumo del DEM en la prueba
de aprendizaje. Sin embargo esto no se observo en el grupo experimental de OBS con DEM sin comida (NF), dado
a que los sujetos consumieron mas canela que cocoa, con excepcion del primer pesaje en donde el consumo por
ambos alimentos fue el mismo.

CONCLUSIONES

La transferencia social de preferencia alimento nos permite conocer los mecanismos neurales que subyacen el
establecimiento del aprendizaje transmitido de sujeto a sujeto, pudiendo identificar los estimulos sensoriales
(olfativos, principalmente) que tienen influencia en el observador. El utilizar la IRM nos permite explorar nuevas
areas y tener una aproximacion a estudios de conectividad que brinden nueva informacion sobre la jerarquia e
importancia que tiene cada una de las estructuras involucradas en esta conducta.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, es una enfermedad parasitaria causada por Trypanosoma cruzi. El acido sialico
tiene un rol crucial durante el ciclo de vida y supervivencia en el hospedero. Sin embargo, 7. cruzi es incapaz
de sintetizar de novo este azticar. El acido sialico es obtenido de los glicoconjugados del hospedero mediante
una enzima denominada trans-sialidasa (TcTS). Ya que el humano carece de proteinas similares a ésta, la
TcTS es un blanco potencial para el disefio farmacos y vacunas. En este proyecto de investigacion se
identifico una mutante inactiva de ésta enzima con la finalidad de ser postulada para el desarrollo de métodos
de diagnoéstico o nuevas terapias contra la tripanosomiasis. Ademas, se estandarizé un método colorimétrico
con el cual se logré determinar la actividad de la enzima nativa y las enzimas mutantes.

Palabras clave: trans-sialidasa, acido sialico, proteina recombinante.

ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic disease caused by Trypanosoma cruzi. Sialic acid plays a crucial role during their
life cycle and survival in the host. However, 7. cruzi is unable to synthesize this sugar de novo. Sialic acid is
obtained from the host by the action of an enzyme called trans-sialidase (TcTS). Since the human lacks
proteins similar to this, it makes this enzyme a potential target for drugs and vaccines design. In this research
project an inactive mutant of this enzyme was identified in order to be postulated to develop diagnostic tools
and new therapies against trypanosomiasis. Also, a colorimetric method was established and was used to
easily determine the activity of the native enzyme and mutants.

Key words: trans-sialidase, sialic acid, recombinant protein.

Introduccién

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana. Este
parasito flagelado es transmitido por el insecto Triatoma infestans. La tripanosomiasis es una enfermedad
endémica en gran parte de América central, América del Sur y México. Un total 5.5 millones de personas se
encuentran en riesgo y mundialmente se diagnostican aproximadamente 40,000 casos nuevos cada afio
(Carabarin-Lima, et al., 2013).

Tripanosoma cruzi infecta las células del hospedero ocasionando su muerte, provocando dafios irreversibles
en corazon, aparato digestivo, y sistema nervioso periférico. En la fase aguda de la enfermedad se genera un
proceso inflamatorio agudo, destruccion de células musculares y de células nerviosas (Cabello, 2007).

La actividad de una enzima denominada trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi (TcTS) se describido por
primera vez en 1992 por Schenkman y cols. en donde se determind que tiene un rol crucial en el proceso
infeccioso, la evasion del sistema inmune y el establecimiento de una infeccion persistente en células de
mamiferos (Schenkman et al., 1991, Buscaglia et al., 2006). T. cruzi es incapaz de sintetizar acido sialico de
novo por lo que éste es obtenido de los glicoconjugados del hospedero, mediante la enzima trans-sialidasa
(TcTS) (Schenkman, 1993). Cuando 7. cruzi emerge de las células del hospedero, contiene muy poco o nada
de acido sialico en su superficie. Sin embargo, rapidamente después de entrar en circulacion, expresa en su
membrana la TcTS la cual se encarga de recubrir la superficie del parasito con acido sialico. Este mecanismo
le permite al parasito evadir la respuesta inmune y también a escapar hacia el citoplasma, donde se replica.
(Schenkman, et al., 1991, Rubin-de-Celis, et al., 2006).

Actualmente hay tratamientos para combatir la enfermedad de Chagas, sin embargo son altamente toxicos y
poco eficientes sobretodo en pacientes con la enfermedad en fase cronica (Garg, & Bhatia, 2005), por lo que
es necesario la generacion de tratamientos alternativos contra éste parasito. Ya que no se han identificado
proteinas similares a TcTS en humanos, la convierte en un blanco para el disefio y/o desarrollo potencial de
farmacos y vacunas.

En este proyecto de investigacion se establecid una reaccion colorimétrica para la deteccion rapida de la
actividad de trans-sialilacion. De manera simultanea, se expresaron de forma recombinante varias mutantes de
la TcTS asi como la enzima nativa. Se logré identificar una mutante la cual carece de actividad de trans-
sialidasa comparada con la enzima nativa. Esto representd un gran avance en el proyecto lo cual permitira
contribuir en el diseflo de potenciales tratamientos contra la tripanosomiasis.

Materiales y métodos

Cultivo de E. coli BL-21-GalKO
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En el presente proyecto se trabajo con una cepa de E. coli BL-21 deletante para la enzima B-galactosidasa. La
cepa fue amablemente donada por el Dr. Josef Voglmeir del Centro de Investigaciones en Glicomica y
Bioingenieria de Glicanos de la Universidad de Agricultura de Nanjing, China. A partir de una alicuota se
sembr6 en medio Luria Bertani (LB) solido a 37°C toda la noche, para obtener colonias aisladas. Se tom¢ una
colonia con la que se inocularon 5 ml de medio LB liquido y se cultivé a 37°C toda la noche.

Generacion de células competentes

Se tomaron 200 pl de medio de cultivo previamente incubado toda la noche y que contenia E. coli BL-21-
PGalKO y se anadieron a un matraz de 250 ml que contenia 50 ml medio LB fresco sin antibidtico. Este
medio de cultivo se incubd a 37°C por 4 horas con agitacion constante para alcanzar una densidad optica
(0.D.600) de 0.6. Una vez alcanzada la O.D deseada se colocd el cultivo en hielo por 10 minutos. El cultivo
se transfiri6 a tubos de 50 ml (Falcon) y después se centrifugo por 10 minutos a 4000 rpm a 4°C (5430R,
Eppendorf). Se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla suavemente en buffer TB (solucion de
Pipes, CaCl,-2H,0 y KCl, pH 6.7). Las células se colocaron nuevamente en hielo por 10 minutos. Se
centrifugd nuevamente para recolectar las células, se desechd el sobrenadante y se resuspendio en 1.6 ml de
buffer TB, una vez resuspendido se anadieron 112 ul de DMSO (TB DMSO 7%) y se realizaron alicuotas las
cuales se conservaron a -70°C hasta su posterior uso.

Obtencion de DNA plasmidico

Se obtuvo por el método de TENS en donde los cultivos se centrifugaron a 4500 rpm (5430R, Eppendorf) por
10 minutos, se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla suavemente y se transfiri6 a tubos de 1.5 ml.
Posteriormente, se anadié a cada tubo 2 ul de RNAasa (100ng/ml) (Thermo-Fisher) mezclando por inversion.
Se anadieron 300 pl de solucion TENS (Tris/HCI 10 mM, pH7.5; EDTA 1Mm; NaCl 0.1 M; SDS 0.5%)
agitando nuevamente y se incubod por 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregd 150 pl de acetato
de sodio (3M, pH 5.2) resuspendiendo la muestra y se incubé nuevamente por 10 minutos en hielo.
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 11000 rpm en una centrifuga mini spin (Eppendorf) por 10
minutos a temperatura ambiente. Se coloco el sobrenadante en tubos de 1.5 ml nuevos estériles a los cuales se
les se agregd 900 pl de etanol absoluto frio (Karal) y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Los tubos se
centrifugaron nuevamente a 11000 rpm por 10 min desechando sobrenadante. Se realizaron 3 lavados con
etanol al 70 % posteriormente se seco la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendio en 30 pl de agua
inyectable estéril.

Electroforesis horizontal

Para la electroforesis horizontal, se utilizaron geles de agarosa al 0.8 % p/v grado biologia molecular (Bioline)
conteniendo Gel Red 0.01pg/ml en TAE 1X (Tris base 40mM, Acido acético 20mM y EDTA 1mM, pH 8.3).
Las muestras se mezclaron en una relacion 2:1 con regulador de carga (colorante Orange G, 0.25% p/v;
glicerol 30% v/v) y se aplicé una corriente de 90 V durante 2 horas en una camara de electroforesis Galileo
(BioScience). Los geles se observaron en un transiluminador de luz UV y la imagen fue capturada con el
digitalizador de imagenes Chemidoc® de BioRad.

Transformacion de células E. coli BL-21-fGalKO

Se utilizé el método de choque térmico, en donde las células competentes de E. coli BL-21-fGalKO se
descongelaron y se afiadieron de 50 a 100ng de DNA plasmidico pTrcHis el cual alberga el gen que codifica
para la TcTS nativa o bien las TcTS-mutantes. Dichos constructos fueron donados por la Dra. Sabine L.
Flitsch de la Universidad de Manchester, Reino Unido. Posteriormente, el tubo se coloco en hielo durante 15
minutos y se dio un choque térmico a 42 ° C por 30 segundos y se regres6 al hielo por 2 minutos,
posteriormente se adicion6 1 ml de LB y se incubd a 37 © C por una hora. Se sembraron las células en medio
LB solido con ampicilina y las placas se incubaron toda la noche a 37°C. La eficiencia de transformacion se
calculd utilizando las ecuaciones de los incisos 1 y 2 de esta seccion.

__ (#de colonias)(Factor de dilucion)(Volumen de células competentes)

() UFC =

Volumen utilizado en la placa

UFC

(2) Eficiencia = ———————
ug de DNA plasmidico

Expresion de proteinas recombinantes y lisis celular

Una colonia de las células transformadas se inoculd en 5 ml en medio LB liquido y se incubo durante toda la
noche. Posteriormente, de éste cultivo se tomaron 0.5 ml para inocular 50 ml de medio LB fresco adicionado
con ampicilina en un matraz de 250 ml hasta alcanzar una O.D.600 de 0.6. Una vez alcanzada esta densidad
se adicioné Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1mM.
El cultivo se incubo a 26 °C con agitacion constante a 150 rpm durante 4 horas. Posteriormente las células se
colectaron mediante centrifugacion y se lisaron con buffer de lisis (20mM Tris-HCL pH 7.5, 50mM NaCl, 0.2
% Triton X-100 y 1mg/ml de lisozima). La mezcla se incubo en hielo durante 15 minutos y se centrifugo a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C para recuperar el sobrenadante el cual contenia a la proteina TcTS nativa o
mutantes.

Determinacién de la actividad de trans-sialidasa

Para la determinacion de la actividad enzimatica se utiliz6 suero fetal bovino (SFB) como donador de acido
sialico y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal) (Sigma-Aldrich) como aceptor a una
concentracion final de ImM. A esta mezcla de reaccion se afiadieron 20 ul del sobrenadante que contenia la
enzima recombinante y se incubo toda la noche a 25°C. Posteriormente se agregaron 2.5 ul de la enzima p-
galactosidasa de Kluyveromyces lactis (Sigma), ésta ultima remueve la galactosa del compuesto X-Gal
favoreciendo la formacion de complejos indélicos lo que genera la aparicion de la coloracion azul (Esquema
1). Posteriormente se determin6 su absorbancia la cual se midié por espectrofotometria a 630nm (Epoch,
BioTek). Cada reaccion se realizo por triplicado.
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Esquema 1. Reaccion de colorimetria para la determinacion de la actividad enzimatica de la enzima TcTS nativa y
mutantes. SFB como donador de 4cido sidlico, X-Gal como molécula aceptora y la enzima TcTS.

RESULTADOS

La TcTS es una proteina que se encuentra en la superficie de T. cruzi la cual se ha demostrado que juega un
papel importante en su ciclo de vida del parasito ayudandolo a evadir la respuesta inmune e invadir a las
células del hospedero (Buschiazzo, et al., 2012, Schenkman, 1993). En el presente proyecto se prepararon
células competentes y se utilizaron para su transformacion con el plasmido pTrcHis-TcTS y mutantes de las
cuales se obtuvieron las siguientes eficiencias de transformacion: TcTS nativa= 104, TcTS mut 5= 141, TcTS
mut 6= 388, TcTS mut 7= 104, TcTS mut § = 113, TcTS mut 9= 70 y TcTS mut 10= 44. Aunque las
eficiencias de transformacion fueron bajas comparadas con los datos reportados en las casas comerciales (1-5
x 10’ -New England Biolabs) se logré aislar al menos una colonia de cada transformante. De ellas
posteriormente se extrajo DNA plasmidico y se determiné su integridad mediante electroforesis en geles de
agarosa (Fig. 1).
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Figura.1. Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidico del vector
pTrcHis-TcTS y mutantes. Se observa el vector pTrcHis vacio en el carril 2
posteriormente se cargaron los plasmidos de la enzima nativa y varias
mutantes respectivamente (carriles 3 al 10). En el carril 1 se cargd el
marcador de peso molecular de 1kb de Invitrogen.

Posteriormente se estandarizo una reaccion colorimétrica que nos permitiria determinar la actividad de las
enzimas TcTS nativa y mutantes. Dicha reaccién genera un compuesto azul (figura 2), de esta forma se
podran obtener datos semicuantitativos tras la determinacién de su absorbancia a 630nm. En dicha reaccion,
la intensidad de la coloracion sera inversamente proporcional a la actividad de trans-sialilacion. Esto es, que
entre mas colorida este la muestra menor actividad presentara la enzima.

(-) (+)
Figura 2. Reaccién colorimétrica para deteccion de la actividad de trans-sialidasa. La
reaccion contiene X-Gal, SFB, TcTS nativa en el control positivo y solamente X-Gal y
SFB en el control negativo, a ambas reacciones posteriormente se les afiadio f- v
galactosidasa de Kluyveromyces lactis generando una coloracion azul en la solucion. .

Se realizo la expresion de la enzima TcTS nativa y mutantes en las células E. coli BL-21-fGalKO, las cuales
se lisaron para posteriormente determinar su actividad observando variaciones en la intensidad de la
coloracion. Para obtener una imagen de mejor calidad se tomo una fotografia utilizando el digitalizador de
imagenes Chemidoc® de BioRad bajo luz UV, observando la aparicion de fluorescencia debido a la presencia
de anillos aromaticos del compuesto X-Gal en solucion, esta fluorescencia disminuye cuando éste compuesto
sufre una modificacion debida a la actividad de la -galactosidasa. Por lo que en este caso, la aparicion de
fluorescencia sera directamente proporcional a la actividad de trans-sialilacion (figura 3). De esta forma se
llegd a la misma conclusion que cuando se observo la visualmente la aparicién de la coloracion azul.

TcTS-WT mut-5 mut-6 mut-7 mut-8 mut- 9 mut-10

/

Figura 3. Presencia de fluorescencia en las reacciones positivas para la actividad de trans-sialidasa. Cada tubo
contiene X-Gal, SFB, TcTS nativa o TcTS mutante, a todas las muestras se les afiadid P-galacotosidasa de
Kluyveromyces lactis.

Una vez estandarizada la reaccidon colorimétrica, se midio la absorbancia de todas las muestras a 630nm. De
los datos obtenidos se sacd un promedio del cual se grafico su inverso y desviacion estandar obteniendo asi
una grafica con la actividad enzimatica de TcTS nativa y mutantes (figura 4). Esta grafica confirmé lo que se
habia observado en la figura 3 en donde la TcTS nativa presento actividad y también se observd que la
mutante 9 fue la que presento menor actividad. De manera interesante se observo que la mutante 10 presenta
mayor actividad que la enzima nativa, sin embargo estos resultados no concuerdan con los observados en la
figura 3 por lo que se requiere que sean corroborados.
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Figura 4. Actividad relativa de trans-sialilacién de las enzimas TcTS nativa y mutantes. La absorbancia se
midi6 a 630nm, cada reaccion se realizo por triplicado.

CONCLUSIONES

Se logré transformar células de E. coli BL-21-fGalKO para producir la enzima TcTS nativa y varias
mutantes. Se determiné la actividad enzimatica de dichas mutantes y se observd que la mutante 9 es la que
presenta menor actividad, por lo que se propone ésta podra ser usada en el futuro para el desarrollo de
herramientas de diagnostico o para la produccion de anticuerpos para combatir la infeccion causada por éste
parasito. Los resultados obtenidos de este proyecto representan un gran avance y nos acerca un poco mas a la
generacion al disefo de tratamientos novedosos para combatir la tripanosomiasis.
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ANALISIS DE DISTINTOS REFORZADORES EN UNA TAREA DE
CONDICIONAMIENTO OPERANTE DE PALANQUEO EN RATAS WISTAR

Esparza- Reyes Diana ', Gabriela Santana-Chavez” y Rojas- Piloni Gerardo®

RESUMEN

Se analizaron diferentes tipos de condicionamiento en ratas para la realizacién de una tarea de palanqueo, que involucra
la realizacion de un movimiento voluntario. Asimismo, se analizaron distintos reforzadores (agua o sacarosa). De esta
manera el grupo con mas eficacia de aprendizaje fue el de reforzador con restriccion de agua por 22 horas seguido del
grupo restringido por 23 horas. Finalmente, el grupo, con el reforzador de sacarosa no tuvo un buen desempeiio en el
aprendizaje de la tarea de palanqueo. Concluimos que la restriccion de agua es el mejor método para un
condicionamiento operante que involucra un movimiento voluntario.

ABSTRACT

Different types of conditioning were analyzed in rats for the accomplishment of a task of palanqueo, that involves the
realization of a voluntary movement. Also, different reinforcers (water or sucrose) were analyzed. In this way, the
group with the most efficacy of learning was the reinforcer with restriction of water for 22 hours followed by the
restricted group for 23 hours. Finally, the group, with the sucrose enhancer did not perform well in learning the task
of pounding. We conclude that water restriction is the best method for an operant conditioning involving a voluntary
movement

PALABRAS CLAVE: condicionamiento, palanqueo, aprendizaje, reforzador y agua durante

INTRODUCCION

El condicionamiento operante se refiere a un proceso en el cual la frecuencia con que esta ocurriendo una conducta,
se modifica o se altera debido a las consecuencias que esa conducta produce (Reynolds, 1968). El condicionamiento
operante, tiene como objetivo fortalecer o debilitar alguna conducta en funcidén a las respuestas obtenidas por la
realizacion de ésta. Cabe mencionar que tiene una gran diferencia con el condicionamiento clésico, ya que éste es en
funcién de la respuesta bioldgica de un ser vivo ante un estimulo determinado (Feldman, 2014).

La identificacion de cual reforzador resulta ser el mas efectivo en diferentes grupos de ratas, para generar un
aprendizaje de palanqueo es un estado motivacional que tiene una gran influencia en el condicionamiento, la cual es
alterada por medio de la de privacion de comida o agua, a lo cual se le denomina reforzador (Tabbara et al; 2016).
Existen diferentes tipos de reforzadores y uno de los reforzadores mas utilizados en el condicionamiento de roedores
es de agua con sacarosa, ya que es preferible por ellos en las tareas de condicionamiento (Diaz et al; 2004).

En este estudio se realiz6 la medicion del desempefio de una tarea de palanqueo y se compararon 3 grupos
experimentales con reforzadores diferentes. El primero otorgaba agua durante la tarea con una restriccion por 23 horas;
el segundo el reforzador era agua con sacarosa durante la tarea (sin restriccion); el Gltimo grupo obtuvo agua como
reforzador con una restriccion por 22 horas. Estos grupos estuvieron sometidos a dos diferentes fases de aprendizaje:
la primera fue una asociacion del palanqueo y el reforzador y en la segunda fase, el palanqueo debia asociarse a un
estimulo luminoso.

'Universidad Auténoma de Aguascalientes. Depariameno de Biologia. Ay njversidad # 940, Ciudad Universitaria, C. P.
20131, Aguascalientes, Ags. México
d.l.esparza76@gmail.com

ZInstituto de Neurobiologia’ Integracion sensoriomotora, Boulevard Juriquilla #3001’ CP 76230, Querétaro, México.

piloni@unam.mx

METODOLOGIA
Sujetos y reforzador

Para la etapa preliminar de condicionamiento se utilizaron 11 ratas Wistar hembras de 21 dias. Las cuéles se separaron
en tres grupos. El primero se reforzé con agua simple y se restringié de agua 24 horas previas al condicionamiento. El
segundo se restringid por 22 horas y solo obtuvo agua durante la tarea y una hora posterior a la tarea. El tercer grupo
conto con libre acceso de agua y fue reforzado durante la tarea con sacarosa al 8%. Ambos grupos fueron mantenidos
en condiciones de iluminacion de 12 horas luz y 12 obscuridades con libre acceso al alimento.

Instrumentos

La caja utilizada para el programa de condicionamiento fue armada dentro del laboratorio con partes especializadas
para cajas de Skinner, siguiendo el protocolo de elaboracion de Escobar y Kennon (2010). Para la programacion de la
caja se utiliza el lenguaje de programacion Visual Basic ®, equipada con la tarjeta de Arduino ® con el cual se realizo
manualmente el programa de condicionamiento.
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Los tres grupos se sometieron a 2 diferentes etapas de realizacion de la tarea Para el condicionamiento, se procedio a
una sesion diaria de 60 minutos en la caja de Skinner, reforzando con 18 pL de agua por cada conducta correcta.

ler etapa del condicionamiento: asociacion del palanqueo con el suministro del reforzador. En esta etapa los animales
estaran en libre movimiento y recibieron agua iinicamente cuando presionaron la palanca.

2da etapa del condicionamiento: asociacion luz-palanqueo y suministro del reforzador. En esta etapa los animales se
encontraron en libre movimiento y solo recibieron agua cuando la luz se encentraba encendida.

RESULTADOS

Para la fase uno, el grupo de restriccion de agua durante 22 horas mostro cambios significativos (comparacion multiple
de Tukey-Kramer p<0.05) a partir de la sesion 4 mientras que el de restriccion de 23 horas mostro hasta la sexta sesion.
El grupo de agua con sacarosa no mostro cambios hasta la sesion 18. (fig 1).
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Figura1.- a) grupo de agua con restriccion de 23 hrs. b) grupo con sacarosa, ¢) agua con restriccion de 22
hrs. Cada uno con ANOVA seguida de una comparaciéon multiple de Tukey-Kramer.

La relacion entre el peso corporal y consumo de agua de los tres grupos mostr6 también diferencias. El que grupo que
posee un incremento de peso mas estable conforme avanzan la sesiones es el grupo que obtuvo sacarosa como
reforzador; en el grupo de restriccion de agua por 23 hrs se observo una variacion en el peso durante las dos fases del
condicionamiento, mientras el grupo de restriccion de 22 horas mantuvo un peso estable y consumo de agua durante
las sesiones (fig 2).
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Figura 2.- comparacion consumo agua vs pesos de la fase uno y dos, en los tres diferentes grupos, agua con
restriccion de23 hrs, sacarosa y agua con restriccion de 22 hrs. Cada uno con ANOVA seguida de una
comparaciéon multiple de Tukey-Kramer).
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Con la finalidad de estimar el desempefio en el aprendizaje. Se estimaron los porcentajes de palanqueos correctos e
incorrectos para cada grupo en las dos fases, durante el total de sesiones. Asi el grupo con restriccion de 22 horas fue
el que mayor porcentaje de aciertos en palanqueos correctos mostro (figura 3) y simultaneamente decrecian los errores
en palanqueos incorrectos (figura 4). El grupo con restriccion de agua por 23 horas también mostr6é un incremento
gradual en el nimero de palanqueos correctos, sin embargo el grupo de sacarosa no demostré cambios significativos
durante las sesiones en las dos fases.
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Figura 3.- comparacion consumo aciertos de palanqueos correctos en las dos fases en los tres diferentes
grupos, & p<0.05 vs sesion 1- 6 (ANOVA seguida de una comparacion multiple de Tukey-Kramer).
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Figura 4.- comparacién consumo aciertos de palanqueos correctos en las dos fases en los tres diferentes
grupos, & p<0.05 vs sesiéon 1,2 y 3 (ANOVA seguida de una comparacion multiple de Tukey-Kramer).

Un analisis detallado del desempefio de cada grupo experimental donde se compara el nimero y porcentaje de
palanqueos correctos e incorrectos cada 10 minutos de las sesiones, mostrd que en la primera sesion el grupo de agua
con restriccion de 22 horas mostr6 ser el que tiene mayor porcentaje palanqueos correctos, mientras que en la tltima
sesion, los grupos de restriccion de agua de 23 y 22 hrs muestra un incremento considerable, siendo el de 22 hrs de
restriccion el que posee mayor porcentaje y estabilidad durante la sesion.
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Figura 4.- numero y porcentaje de palanqueos correctos e incorrectos (rojo) de cada grupo en su ultima
sesion.

DISCUSION

Se demostrd que el grupo con la mayor eficacia en el aprendizaje fue el de restriccion de 22 hrs esto sugiere que los
animales presentan una mayor para realizar la tarea. Esto concuerda con Bruner y Avila (2002) quienes encontraron
para el condicionamiento operante el agua es un eficaz reforzador. Ademas se analizd que el grupo de agua con
restriccion de 23 hrs tuvo una gran disminucion de peso, comparados con los animales restringidos solo por 22 hrs. En
este sentido McSweeney (1974) demuestra que existen variaciones importantes en el peso corporal producto de
diferentes programas de privacion de agua, y esto puede afectar el desempefio conductual.

El grupo de sacarosa mostrd tener poca eficacia en el aprendizaje en ambas fases del estudio, (figuras 4, 5y 6)
posiblemente debido a que la sacarosa no resulto ser lo suficiente atractiva como reforzador. Esto concuerda con los
hallazgos reportados por Suarez et al (2012) la sacarosa, tiene diferentes resultados en el aprendizaje de acuerdo al
porcentaje utilizado, siendo mas efectivo el de porcentaje elevado.

Un aspecto importante a considerar es que el estrés hidrico puede afectar el desempeno conductual Claro et al; (2009)
demostr6 que las ratas pueden tener un menor aprendizaje de alguna tarea bajo efectos de estrés hidrico o caldrico, lo
cual consiste con la baja respuesta en los primeros minutos delas sesiones en los palanqueos por las ratas con restriccion
de agua por 23 y 22 horas.

CONCLUSION

El desempefio en el aprendizaje en una tarea de condicionamiento operante de palanqueo es mayor en animales
restringidos en el consumo de agua. Asimismo, el agua como reforzador es mas eficaz que la sacarosa para este tipo
de condicionamiento.

BIBLOGRAFRIA

Bruner, C. A., & Avila, R. (2002). “Adquisicién y mantenimiento del palanqueo en ratas sin privacion explicita del
reforzador”. Revista Mexicana de Analisis de la Conducta, Num. 28, [pp 107-130]

Claro, S., Gamba, M., Munera, A., & Lamprea, M. (2009). “Efecto de la restriccion calodrica en el aprendizaje y la
recuperacion de una tarea espacial en ratas expuestas a estrés agudo”. Suma psicologica, Num. 1, Vol XVI. [pp 130-
140]

Diaz, E., De la Casa, L., Ruiz, G. & Baeyens, F. (2004). “Aprendizaje sabor-sabor en la adquisicion de preferencias
gustativas”. Psicolégica, Nim. 25, [pp135-146].

Feldman (2014). Psicologia con aplicaciones a paises de habla hispana. México DF: Mc Graw Gill.
Gonzalez-Sastre, F., Turet, M. S., & Tobella, J. S. (1976). “Efectos de la desnutricion precoz sobre la capacidad de
aprendizaje de la rata”. Anuario de psicologia/The UB Journal of psychology, Num. 14, [pp 105-116].

McSweeney, F. K. (1974). “Variability of responding on a concurrent schedule as a function of body weight. Journal
of the Experimental Analysis of Behavior, Num. 21, [pp 357-359]

Reynolds, G. (1968). Compendio de condicionamiento operante, EUA: Universidad de california.

Tabbara, R., Maddux, J., Beharry, P., lannuzzi, J. & Chaudhri, N. (2016). “Effects of Sucrose Concentration and
Water Deprivation on Pavlovian Conditioning and Responding for Conditioned Reinforcement. Behavioral
Neuroscience”, Nam. 2, vol. 130 [pp 231-242].

Suarez, A., Mustaca, A., Pautassi, R., & Kamenetzky, G. (2012). “Discriminacion de sabores en procedimientos de
cambios sorpresivos del reforzador durante la temprana ontogenia de la rata”. Suma Psicologica, Num.19 Vol. L. [pp.
70-75]

144



IDENTIFICACION DE LA SUBUNIDAD ALFA DE CANALES BK EN RETINAS DE
RATAS WISTAR

Erika Marquez Padilla’, Ricardo Espinosa Tanguma2 y Alma Rosa Barajas Espinosa’

RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad en la que la hiperglucemia es la principal caracteristica y ésta se da por falta
de secrecion y/o desarrollo de resistencia de la hormona insulina y, de no controlarse adecuadamente, trae como
consecuencia bastantes complicaciones y alteraciones en el cuerpo, especialmente en 0jos, corazon, riflones y vasos
sanguineos. Dentro de las complicaciones sistematicas se encuentra la retinopatia diabética, siendo ésta la principal
causa de ceguera, que se presenta cuando los vasos sanguineos sufren un deterioro por causa de la diabetes. Un
controlador importante de las arteriolas es la actividad de los canales i6nicos en las membranas plasmaticas de las
células del musculo liso vascular. Los canales de BK tienen un papel importante en la regulacion del tono del muisculo
liso. Estos canales estan compuestos por subunidades oy . El objetivo de la presente investigacion fue identificar la
localizacion de la proteina BK ¢, y, para ello, se trabajo con retinas de ratas wistar, normales y ratas inducidas a diabetes
y asi comparar el resultado de ratas control con el de ratas diabéticas, mediante técnicas de western blot e
inmunohistoquimica (MK McGahon ef al., 2007).

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a disease in which hyperglycemia is the main characteristic and this is due to lack of secretion and
/ or development of resistance of the hormone insulin and, if not properly controlled, leads to many complications and
alterations in the body, Especially in eyes, heart, kidneys and blood vessels. Among the systematic complications is
diabetic retinopathy, which is the main cause of blindness, which occurs when blood vessels deteriorate because of
diabetes. An important controller of arterioles is the activity of ion channels in the plasma membranes of vascular
smooth muscle cells. BK channels play an important role in the regulation of smooth muscle tone. These channels are
composed of a and B subunits. The objective of the present investigation was to identify the location of the BKCa
protein and, for this purpose, it was worked with retinas of wistar rats, normal and rats induced to diabetes and thus to
compare the result of control rats with that of diabetic rats, by means of techniques of Western blot and
immunohistochemistry (MK McGahon et al., 2007).

Palabras Clave: Diabetes mellitus, retina, BK.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno endocrino causado por la incapacidad de producir o de utilizar insulina. Es
una enfermedad que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la falta de secrecion de insulina o falla en su
accion; por lo tanto, una persona con hiperglucemia presenta alteracion en los niveles de insulina. Debido a que la
insulina es incapaz de promover el transporte de la glucosa hacia las células del cuerpo, el nivel de glucosa sanguinea
es alto. Existen dos tipos de DM, el tipo 1 y tipo 2. El tipo 1, el nivel de insulina es bajo porque el sistema inmunitario
de la persona destruye las células beta del pancreas, por lo que se produce poco o nada de insulina. La diabetes tipo 2,
es en la que las células diana se vuelven menos sensible a la insulina por la regulacion por decremento de los receptores
de insulina. (Tortora y Derrickson, 2013).

La DM se puede asociar a diversas complicaciones en el cuerpo y ha alcanzado proporciones epidémicas, siendo la
DM tipo 2, responsable del 90% de los casos. A pesar de los avances en el tratamiento y prevencion, la prevalencia de
la diabetes ha aumentado de manera mas drastica de lo esperado: en el afio 2000 se esperaba una cifra de 150 millones
de personas diabéticas; sin embargo, llegd a 177 millones, lo que proyecta que en 2025 se espera una estimacion de
333 millones de personas con DM en el mundo (Lopez, 2009).

Dicha enfermedad causa diversos dafios en el cuerpo como neuropatia y enfermedades macro y microvasculares. La
diabetes causa cambios en la estructura y funcioén de los vasos sanguineos y, en la retina, conduce a la deficiencia
visual. Una via principal a través de la cual se cree que la hiperglucemia contribuye a la microangiopatia, es la
interrupcion del flujo sanguineo de la retina. Los estudios basados en pacientes han demostrado que las anomalias
hemodinamicas de la retina ocurren antes del inicio de la retinopatia diabética clinica y que el desarrollo y progresion
de la retinopatia se correlaciona con el grado de los cambios observados en el flujo sanguineo (McGahon et al., 2007).

La retinopatia diabética es una enfermedad degenerativa de la retina causada por diabetes mellitus, en la cual los vasos
sanguineos de la retina sufren un deterioro, lo que puede causar ceguera. A medida que la diabetes avanza, las arteriolas
comienzan a dilatarse y el flujo sanguineo retiniano en masa aumenta en proporcion a la gravedad de la retinopatia y,
por tanto, el grado de isquemia retiniana. La retina es una capa profunda de la parte posterior del globo ocular formada
por tejido nervioso, donde comienza el proceso de vision, y una capa pigmentada de células epiteliales que estan en
contacto con la coroides (Tortora y Derrickson, 2013).
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Un factor importante que controla el estado contractil de las arteriolas es la actividad de los canales idnicos en las
membranas plasmaticas de las VSMC (Células del Musculo Liso Vascular). Se sabe que los canales BK desempefian
un papel crucial en la regulacion del tono del musculo liso arterial desde el bloqueo de estos canales utilizando el
inhibidor especifico iberiotoxina, provocando la despolarizacion de la membrana y la vasoconstriccion en recipientes
aislados a presion. Los canales BK son activados por la liberacion de Ca ", resultantes de la apertura de los canales
del receptor de ryanodina (RyR) en el reticulo sarcoplasmico. La activacion de los canales BK produce una corriente
de K" hacia el exterior que se opone a la contraccion de las VSMC al causar hiperpolarizacién de la membrana. Esto
reduce la afluencia de Ca®" mediante la reduccion de la activacion de la dependencia de la tension de canales de Ca
" Los canales BK estan compuestos de subunidades o y B. La subunidad a forma el poro selectivo de K ¥, mientras
que las subunidades B influyen en la cinética, la farmacologia y la sensibilidad al Ca’" de las corrientes BK. (MK
McGahon et al., 2007).

Se trabajo con ratas Wistar normales (control) y ratas inducidas a diabetes con estreptozotocina (STZ), sustancia
quimica que destruye las células B del pancreas, Ginica fuente de insulina en el cuerpo. Estos animales posteriormente
presentan muchos de los cambios vasodegenerativos asociados con la retinopatia diabética humana. Se asumié la
hipdtesis que la diabetes provoca disminucion de la subunidad o, reduciendo asi la capacidad de los canales BK de
hiperpolarizar las VSMC retinianas y resistir la vasoconstriccion. Esto sugiere que los cambios en la composicion
molecular de los canales BK en VSMC de retina durante la diabetes podrian contribuir a la aparicioén y progresion
temprana de la retinopatia diabética. Por lo que, en este proyecto, se busco identificar la proteina BK¢, en retinas de
ratas wistar, utilizando técnicas de western blot e inmunohistoquimica para su localizacion e identificar una posible
disminucion de la proteina en ratas diabéticas.

METODOS Y MATERIALES
Obtencion de retinas: Las retinas utilizadas fueron de ratas Wistar macho, inyectadas con pentobarbital sodico (130
mg/kg) como anestesia.

Western blot: Las muestras de retina se congelaron y se pasaron a tubos de eppendorf, agregando 30 pl de Ripa,
sonicando 3 veces por 10 segundos y dejando incubar en hielo por 30 minutos. Posterior a la incubacion, las muestras
se centrifugaron a 14.8 RPM durante 15 minutos. Al término de la centrifugacion, se tomaron los sobrenadantes y se
pasaron a otros tubos diluyendo la solucion e incubando a 37°C durante 30 minutos. Las muestras se llevaron al
espectrofotometro para realizar la cuantificacion. En seguida, los tubos se colocaron en agua a temperatura de 60 a
100°C durante 10 minutos para su desnaturalizacion y, posteriormente, se cargaron las muestras en geles de
poliacrilamida. A continuacion, se hizo la transferencia a membrana, lavando 3 veces con TBS- Tween y se bloque6
por una hora con leche. Luego se agregé el anticuerpo primario a dilucion de 1:5000 y se dejo con ¢l durante toda la
noche a una temperatura de 4°C. Se hicieron tres lavados con TBS-Tween por 10 minutos cada uno y se agregé el
anticuerpo secundario en una solucién de 1:5000 con leche por una hora. Al término, se hicieron 3 lavados con TBS
por 10 minutos y se colocaron los reactivos de revelado durante 1 minuto donde después se prosiguié con el revelado
en un fotodocumentador.

Aislamiento de vasos sanguineos en retinas: Una vez obtenidas las retinas directamente del animal, se diseccionaron
y se pasaron a solucion para mantener el tejido. Después, se separ6 la membrana retino-vitrea y se cortd el borde de
cada retina. Posteriormente se incubaron a 30°C por 24 minutos en una solucién preparada con 2.5 ml de solucién
Earle, 1 cristal de cisteina y 7.5 ul de papaina. Se utilizaron cubreobjetos redondos para la impresion de vasculatura,
dejando en etanol al 50% y se dejaron secar por 15 minutos. Las retinas fueron cortadas en cuadrantes y los cubre
objetos secados se colocaron sobre cada uno de los cuadrantes y después se colocaron en solucidén para seguir
preservado el tejido.

Inmunohistoquimica: Una vez realizado el aislamiento de vasos sanguineos, los portaobjetos redondos fueron
cubiertos con 1 ml de paraformaldehido al 4%, echo con PBS sin Ca dejandolos en solucioén por 10 minutos para su
fijacion. Pasado el tiempo de fijacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS sin Ca, para después agregar
triton al 0.1% y 1 pl de anticuerpo primario. Se plasmoé una camara de humedad en una caja Petri sellada y se dejo
durante toda la noche en anticuerpo primario a temperatura de 4°C. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con PBS, para quitar excesos de anticuerpo primario y se agregd el anticuerpo secundario por 1 hora con
PBS, tapando completamente las muestras de la luz. Se hicieron nuevamente tres lavados con PBS de 10 minutos cada
uno, cubriendo las muestras. En seguida, quit6 el exceso de PBS y se agrego6 una gota de Fluoroshield with Dapi y los
portaobjetos circulares se colocaron en un portaobjetos rectangular, estos portaobjetos fueron sellaron alrededor,
dejando secar por 30 minutos, tapando de la luz. Las muestras obtenidas fueron analizadas en un microscopio de
fluorescencia, permitiendo captar las imagenes mediante el programa informatico “QCapture”, asi como su
composicion con el programa “Imagej”.

RESULTADOS
Al hacer el revelado de western blot, se observo que existe la presencia de la proteina BActina, la cual se utilizé como
control positivo en dicha experimentacion. Se pudo observar en las 4 muestras cargadas en la técnica de western blot;
se obtuvo 3 muestras de retina y 1 de cerebro, esta ultima seleccionada como muestra control, ya que existe evidencia
de que la proteina de interés se encuentra ahi.
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Figura 1. BActina en revelado de Western blot

En la muestra de cerebro, la proteina BK, se encontr6 con mayor sefial de existencia, como se muestra en la figura 2.
En cambio, en las muestras de retinas, se pudo ver ligeramente sefial de la presencia de la proteina.
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Figura 2. Revelado de Western blot. Se observar mayor intensidad de la proteina BKc, en cerebro.

Esta experimentacion permitio observar la presencia de la proteina de interés buscada en retinas de ratas. Uno de los
objetivos de este experimento era realizar la misma metodologia en ratas inducidas a diabetes, con la finalidad de ver
si la enfermedad afectaba en la degeneracion de tal proteina, pero debido a la falta de tiempo de dicha investigacion,
no fue posible llevar a cabo el procedimiento.

La experimentacion de la inmuhistoquimica se realizé primero con retinas completas, pero al realizarla no se
obtuvieron los resultados esperados.

50 pm

Figura 3. Inmunohistoquimica en retinas sin aislar vasos sanguineos. En esta experimentaciéon no se observéo
la senal de la proteina de interés, por tal motivo, se opté por aislar vasos sanguineos y hacer la
inmunohistoquimica con ese protocolo.

Debido a que no se obtuvieron los resultados esperados, se optd por usar otro protocolo en donde primero se aislaron
vasos sanguineos de las retinas y después se prosiguid con metodologia descrita desde un inicio. Al hacer la
inmuhistoquimica, no se logr6 ver una sefal significativa. En la figura 4, se puede observar que solo hay una sefial,
pero no se sabe con precision si realmente la proteina de interés se encuentra en vasos sanguineos. Se tenia planeado
seguir con las experimentaciones en ratas control y ratas diabéticas para ver la diferencia con los animales enfermos,
pero al igual que con el western blot, no se contd con el tiempo suficiente dentro del lapso destinado para dicha
investigacion.

50 ym

Figura 4. Inmuhistoquimica en vasos sanguineos aislados en rata control.
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CONCLUSIONES

Al realizar las experimentaciones se comprob6 mediante la técnica de western blot que la proteina BK, estd presente
en retinas de rata wistar. Al realizar la inmunohistoquimica en vasos sanguineos aislados, se esperaba que hubiera una
mayor sefializacion de la proteina de interés, pero no se obtuvieron los resultados deseados, y no se puede asegurar
con certeza que la proteina se encuentre en la microvasculatura de la retina.

Cabe destacar que el proposito de dicha investigacion era llevar a cabo las mismas experimentaciones con ratas
inducidas a diabetes, pero por falta de tiempo, no se permitio llevarlas a cabo. Se espera que este proyecto siga en pie
en la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, para dar conclusiones mas concretas sobre
este tema.
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE UN CONCENTRADO DE PROTEINAS DE SUERO
DE LECHE Y EVALUACION DE SUS PROPIEDADES TENSOACTIVAS

Indra Betsabé Oliva Rodriguez' y Mario Avila Rodriguez’
RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 la hidrolisis de un concentrado de proteinas de suero de leche, para obtener péptidos
con propiedades tensoactivas y ademas se evaluaron dichas propiedades. Para llevar a cabo eso, se realizo la hidrolisis
con pepsina y se purificé la muestra, después se realizo su caracterizacion fisicoquimica y se evaluaron sus propiedades
de espumado, en las que se analiz6 la estabilidad de las espumas formadas con la muestra a través del tiempo. También
se prepararon emulsiones aceite en agua (con un contenido del 70% en peso de agua) estabilizadas con los péptidos
obtenidos a partir de la hidrolisis de proteinas de suero de la leche, a las cuales se les midi6 el tamafio de gota.
Finalmente se midi6 la tension interfacial (usando como segunda fase al aceite) y la tension superficial (segunda fase
el aire) para las muestras analizadas.
ABSTRACT

In the present work the hydrolysis of a whey protein concentrate was performed to obtain peptides with tensoactives
properties. The hydrolysis was performed with pepsin and the sample was purified. The characterization of the
hydrolysate was carried out and its foam properties were evaluated as stability over time. Oil-in-water emulsions
(containing 30% oil) stabilized with whey proteins hydrolysate were also prepared, at which the particle size was
measured. Finally, the interfacial tension (Interface oil-water) and surface tension (Interface oil-water) were measured
for the analyzed samples.

Palabras clave

Lactosuero, péptidos, tensoactivos, emulsiones, espumas.

INTRODUCCION

El suero de leche liquido es un subproducto que durante muchos afios ha sido considerado como un desecho industrial;
actualmente es utilizado por sus multiples nutrientes y propiedades funcionales. Existe un interés creciente por parte
de la industria de alimentos debido a los beneficios y propiedades del lactosuero, ya que ademas de ser una excelente
fuente de nutrientes e incrementar el valor nutricional, sirve para dar estabilidad a los alimentos, esto es porque sus
proteinas sirven como tensoactivas, dando estabilidad a espumas y emulsiones alimenticias. Las proteinas del suero,
que son beta lactoglobulina, alfa lactalbumina, inmunoglobulinas, seroalbimina, entre otras. Para llevar a cabo la
hidrolisis enzimatica de éste grupo de proteinas se utilizo la pepsina, que es segregada por las células de la mucosa
gastrica en forma de zimogeno, un precursor inactivo que se activa en presencia de HCI o de forma autocatalitica por
la propia pepsina. Su pH éptimo esta entre 1.5y 2.5.

El mercado de los productos alimenticios ha experimentado un cambio sustancial en los ultimos afios. Ello ha
conducido al uso de cada vez mas aditivos entre los que se encuentran los agentes tensoactivos utilizados no solo como
emulsionantes sino también por sus otras variadas funciones. Una emulsion se considera generalmente la formada por
dos liquidos no miscibles, aceite en agua o agua en aceite (Ruiz, 1987). El emulsionante seleccionado tiene un papel
esencial en estos productos, dado que confiere a las emulsiones la estabilidad requerida, mediante la formacion de una
barrera protectora alrededor de las gotas de aceite (Dickinson, 1994), determinando las propiedades de la pelicula
interfacial de la que forman parte. Adicionalmente, las proteinas son buenos estabilizantes de espumas. La formacion
de espumas con proteinas implica un proceso de desnaturalizaciéon controlado, ya que la molécula debe desdoblarse
para que oriente sus aminoacidos hidrofobos hacia el interior de 1a burbuja y los hidrofilos hacia el exterior, en contacto
con la fase acuosa (Macias, 2017).

Los objetivos de este proyecto fueron llevar a cabo la hidrolisis enzimatica de las proteinas de suero de leche con el
fin de obtener péptidos con propiedades tensoactivas, y evaluar las propiedades funcionales e interfaciales de los
hidrolizados obtenidos.

METODOLOGIA

1. Materia prima
Concentrado de proteinas de suero acido por MYPROTEIN, azida de sodio (NaNj3), acido clorhidrico 2 M (HCI),
hidroxido de sodio 1.5 M (NaOH).

2. Cuantificacion de concentracion de proteina.
Se realiz6é una curva de calibracion mediante espectroscopia UV-Vis tomando como solucién stock a la proteina
albiimina de suero bovino (ASB) 1000 ppm (mg/L) y se hicieron diluciones de 200 ppm a 1000 ppm.

3. Preparacion de la muestra
Se prepar6 una solucion al 3% de WPC, tomando en cuenta que el concentrado de proteinas del suero contenia un 82%
de proteinas. A la solucidn se le agregd 0.02% de azida de sodio como agente antimicrobiano. Se dejo hidratar en
agitacion constante a 40°C por 40 min. La muestra control se prepard bajo las mismas condiciones excepto la adicion
de la enzima para la hidrélisis enzimatica.

'Universidad Autonoma de Aguascalientes, Departamento de Ingenieria Bioquimica; Av. Universidad No. 940, C.P:
20131, Aguascalientes, Aguascalientes, indrabetsabe@hotmail.com

*Universidad de Guanajuato, Departamento de quimica sede Pueblito de Rocha; Cerro de la Venada sin numero, C.P:
36040, Guanajuato, Guanajuato, avilam@ugto.mx.
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a. Purificacién de la muestra
A ambas muestras se les realizo una microfiltracion en una celda Amicon con una membrana de poro de 0.45 um para
eliminar la presencia de sélidos suspendidos en la disolucion.

b. Desnaturalizacion de las proteinas de WPC
La muestra de WPC hidrolizada y purificada (WPC-HP) y la muestra WPC control (WPC-C) se sometieron a
calentamiento para ser desnaturalizada, para esto se utilizd un bafio de arena a 95°C y la muestra se coloco en un
matraz bola a reflujo, durante 15 minutos.

c. Hidrélisis enziméatica
La relaciéon de Enzima-Sustrato fue de 1:50, por lo que con la absorbancia obtenida previamente se calculd la
concentracion de proteinas contenidas, a partir de lo cual se calcul6 la cantidad en gramos de proteina presente en la
muestra. Una vez calculados los gramos, se calcularon los gramos de enzima necesaria para llevar a cabo la reaccion.
Se llevo a 2 el pH de la muestra con HCI 2M , después se puso la muestra a calentar en un vaso de precipitados hasta
llegar a 38°C, se le agregé la enzima y se mantuvieron esas condiciones de reaccion por 30 minutos. Al término de los
30 minutos, se dejo enfriar la muestra y se elevo el pH con NaOH 1.5 M para inactivar la enzima y que se detuviera la
reaccion. A la muestra de WPC-C se le realizo el mismo tratamiento sin afiadirle la enzima.

d. Segunda purificacion de la muestra
Se realizé una ultrafiltracion (UF) ya que la solucion era una mezcla de proteinas no hidrolizadas, de enzimas y de
péptidos. La ultrafiltracion fue con una membrana de 10 KDa, a 30 PSI. Se obtuvieron dos soluciones, el permeado y
el retenido. El permeado contenia los péptidos y el retenido las enzimas y proteinas no hidrolizadas, por lo que la
solucion de interés fue el perneado. Después se prosiguié con una segunda ultrafiltracién, con una membrana de 1
KDa, a 40-50 PSI en donde se obtuvo en el retenido los péptidos obtenidos de la hidrdlisis. Se detuvo la UF cuando se
tuvo una concentracion de 3 % en el retenido. A la muestra de WPC-C no se le realiz6 ninguna de las UF debido a que
no habia enzimas y péptidos que filtrar, por lo que s6lo se corrobord que existiera una concentracion de 3%.

4. Caracterizacion de la muestra: densidad, viscosidad, conductividad

A ambas muestras (WPC-HP y WPC-C) se les realiz6 la caracterizacion fisicoquimica. El calculo de la viscosidad se
llevo a cabo con un viscosimetro Cannon Fenske. La densidad se midié con un densimetro y la conductividad en un
conductometro Metrohm 712. La densidad y la conductividad se midieron una vez y la viscosidad se calculd por
triplicado.

1. Propiedades espumantes
Las espumas se realizaron en un dispersor IKA T18 digital ULTRA-TURRAX, a 7000 rpm por 2 minutos. Se
realizaron espumas: con el WPC control y con el WPC hidrolizado purificado. Las pruebas se realizaron por duplicado.
a. lIndice de espumado
La manera de calcular el indice de espumado es a través de la siguiente formula:
Volumen final — Volumen inicial

indice d do = 100
inaice de espumaco Volumen inicial *

Esta formula indica la cantidad de espuma formada por determinado volumen de muestra liquida.
b. Estabilidad
Después de hacer a espuma, se vaciaron 25 ml de espuma en una probeta inmediatamente y se contabilizé por 60

minutos el volumen de liquido formado y el volumen total de liquido y espuma contenidos en la probeta. Al término
de esto, calculo:

Volumen maximo — Volimen minimo
% de espumado = — * 100
Volumen maximo

2. Emulsiones
Las emulsiones se realizaron en el dispersor IKA T18 digital ULTRA-TURRAX, a 24,000 rpm por 3 minutos. Al igual
que las espumas, se realizaron dos emulsiones aceite en agua (O/W) de 50 ml, con una relacion 30/70, el aceite usado
fue aceite de canola y como fuente acuosa se usaron las soluciones de WPC-C y WPC-HP, respectivamente.

a. Medicion de tamaiio de particula

Se utilizo6 el granulémetro de dispersion laser, Mastersizer, Malvern, para medir el tamaiio de gota obtenido y evaluar
las mejores propiedades emulsificantes en ambas emulsiones (WPC-C y WPC HP), en donde se obtuvieron 5 valores:
Dv10, Dv50, Dv90, D [3,2], D [4,3], los cuales indican diametros de particula en pm.

3. Tension interfacial y superficial
Para realizar las mediciones se usé el equipo de angulo de contacto, se trabajo a 27°C y una humedad de 15%. Se
realizd por triplicado cada experimento para ambas muestras. Para la tension superficial se usé un volumen de gota de
6.8 nL, mientras que para la tension interfacial se usé un volumen de gota de 20 pL. El método empleado fue el de la
gota colgante, el cual esta basado en la ecuacion de Laplace-Young, la cual relaciona el perfil de una gota colgante con
la tension superficial, que son el didmetro ecuatorial, el didmetro de cuello y el radio de curvatura en el dpice de la
misma (Fuentes, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion fisicoquimica
En la tabla 1 se muestran los resultados de densidad, viscosidad cinematica y dinamica y conductividad de las dos
muestras analizadas. Se puede observar que la viscosidad entre ambas muestras no cambia mucho, esto puede ser
debido a que la viscosidad no se modifica sustancialmente por el calentamiento.
Tabla 1. Valores de densidad, viscosidades y conductividad para la muestra de WPC-C y WPC-HP
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Muestra Densidad (gr/cm?) Viscosidad Viscosidad dinamica | Conductividad
cinematica (cP) (cSt) (mS/cm)

WPC-C 1.0051 1.0913 1.0975 4.948

WPC HP 1.0057 1.0840 1.0900 2.7530

2. Propiedades espumantes
En la tabla 2 se muestran los indices de espumado y la estabilidad de las espumas, que es el tiempo al cual el 50% de
la espuma desaparece. Para la muestra control se obtuvo un indice de espumado del 76.62%, mientras que para el WPC
HP se obtuvo un indice de espumado de 134.25%, lo que nos indica que se formé un volumen de espuma 1.34 veces
mayor al volumen inicial liquido de muestra y para la muestra de WPC control, no se llegoé ni al doble del volumen del

liquido.
Tabla 2. Valores de propiedades espumantes para muestra de WPC-C y WPC HP.
Muestra Indice de espumado Estabilidad
WPC Control 76.6170% Minuto 10
WPC HP 134.2530 % Minuto 9

Por otra parte, en la figura 3 se puede observar que el porcentaje de espumado a través del tiempo del WPC control
fue muy poco, ya que para el minuto 20 se habia completado la ruptura de la espuma, mientras que en la muestra de
WPC-HP se mantuvo hasta el minuto 60, que fue cuando se completo la ruptura. La estabilidad fue al minuto 10 para
la WPC-C y al minuto 8 para la WPC-HP. Estos resultados indican que los péptidos tienen mejores propiedades
espumantes que las proteinas nativas contenidas en la muestra control, ya que mantienen la espuma por mas tiempo y
forman mas volumen de espuma. Estas caracteristicas se le atribuyen al hecho de que los péptidos se acomodan mejor
entre la interfase de la burbuja, estabilizandola, ya que sus partes hidrofébicas se colocan al interior de la burbuja y las
partes hidrofilicas se ubican hacia el exterior de la burbuja, y las proteinas pueden tener ciertos impedimentos estéricos
que no ayudan a que se acomoden sus aminoacidos hidrofébicos o hidrofilicos entre la interfase.
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Figura 1. Grdfica del promedio del porcentaje de espumado en funcion del tiempo para WPC-C y WPC-HP-.

3. Emulsiones

Se realizaron experimentos para ambas muestras, los valores Dv 10, Dv 50, Dv 90 indican las esferas del mismo
volumen que se encuentran presentes en la muestra analizada. Y los valores de D (3,2) son medida del momento del
area superficial, que es el diametro medio “Sauter” y los D(4,3) son una medida del momento del volumen o masa o
el diametro medio “de Brouckere”. Estas formulas indican sobre qué punto central de la frecuencia (en superficie o
volumen) podria rotar la distribucion. La formula no contiene el nimero de particulas y por tanto los calculos de las
medias y distribuciones no requieren el conocimiento del nimero de particulas de la muestra. La tecnologia de
difraccion laser calcula inicialmente una distribucion basada en términos de volumen y ésta es la razon por la que el
valor D (4,3) esta reportado de una manera un poco especial a través de volumenes relativos. Se observa a simple vista
que hay mas particulas de tamafio mayor en la muestra de WPC HP, lo cual puede ser debido a que no se realizo
correctamente la hidrolisis y/o purificacion de la muestra, o que los péptidos obtenidos no son capaces de estabilizar
las emulsiones, por lo que los resultados no son los esperados.

Tabla 3. Valores promedio de tamario de gota obtenido en las muestras de WPC-C Y WPC HP
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Tamaiio de gota
Parametro WPC-C WPC HP
Dv 10 (um) | Valor 1.6667 2.58
desviacion 0.28 0.01
Dv 50 (um) | Valor 11.3 23.2667
desviacion 0.1732 0.0577
Dv 90 (um) | Valor 21.133 41.3
desviacion 1.3317 0.1
D [3,2] Valor 4.7733 4.7733
desviacion 0.6553 0.0252
D [4,3] Valor 11.5 23.2667
desviacion 0.4359 0.0577

4. Tension interfacial y superficial

Se midi6 la tension interfacial y superficial de ambas muestras. Se tiene registrado en la literatura que la tension
superficial del agua es de 72 mN/m, por lo que se observa notoriamente que los péptidos tienen propiedades
tensoactivas ya que disminuyeron la tension superficial, tanto en la muestra de WPC-C y en la muestra de WPC-HP.
Sin embargo, se esperaria que la muestra de péptidos disminuyera la tension superficial mas que la muestra control,
pero en los resultados se obtuvo lo contrario. Esto pudo ser debido a que la muestra tal vez no fue hidrolizada
correctamente o por completo, llevando a un contenido bajo en péptidos, por lo que la tension no se ve afectada en
gran medida. Los valores de tension interfacial difieren de los de tension superficial en el hecho de que la tension
interfacial es la que se encuentra entre dos fases liquidas y en la tension superficial es la que se encuentra entre una
fase liquida y el aire.

Tabla 4. Valores de tension superficial e interfacial para muestras de WPC-C y WPC HP

Muestra Tension superficial (mN/m) Tension interfacial (mN/m)
valor desviacion valor desviacion
WPC-C 49.4667 0.032145503 11.9200 0.248797106
WPC-HP 50.3633 0.141421356 15.4467 0.025166115
CONCLUSIONES

Se cumpli6 el primer objetivo de proyecto, el cual era llevar a cabo la hidrolisis enzimatica de las proteinas de suero
de leche con el fin de obtener péptidos con propiedades tensoactivas. Esta hidrolisis fue llevada a cabo por la pepsina,
después de la purificacion previa de la proteina que se encontraba en el concentrado.

El segundo objetivo también se cumplid exitosamente, el cual era evaluar las propiedades funcionales e interfaciales
de los hidrolizados obtenidos. Las propiedades medidas fueron el indice de espumado, el porcentaje de espumado, la
estabilidad de las espumas, el tamafio de particula en emulsiones y la tension interfacial y superficial de las muestras
purificadas. Este objetivo fue realizado para la solucion control y para la solucion de WPC HP al 3%, en donde se
observo que la solucion con péptidos resultd estable en un periodo de tiempo mayor a comparacion de la solucion
control, que contenia las proteinas en su estructura nativa. Sin embargo, por errores practicos, se obtuvo que la muestra
de WPC HP no disminuia tanto la tension superficial e interfacial como la muestra de WPC Control.
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CELULASAS DE ORIGEN MICROBIANO
Melanie Lizbeth Ruvalcaba Villagran.! y Morales Jiménez Jesus Israel.
RESUMEN

El presente trabajo investiga la produccion de celulasas por los hongos endofitos de muérdagos americanos.
Los hongos endofitos se aislaron en agar PDA a partir de hojas sanas de Phoradendron longifolium y P.
velutinum. La capacidad para producir celulasas de los hongos endofitos se realizé de manera cualitativa en
placas de agar con carboximetilcelulosa tefiidas con Rojo Congo. Los hongos que dieron positivo el ensayo
cualitativo fueron cultivados en medio liquido para obtener el extracto enzimatico. La cuantificacion de la
actividad enzimatica de los extractos se determind por el método de Miller. Los hongos H2SA2, PC3R6 y
PC3R12 tuvieron una actividad de 0.01640, 0.06037 y 0.02718 UL

ABSTRACT

This work investigates the production of cellulases by the endophytic fungi of American mistletoes. Endophytic
fungi were isolated on PDA agar from healthy leaves of Phoradendron longifolium and P. velutinum. The ability
to produce cellulases of endophyte fungi was performed qualitatively on carboxymethylcellulose agar plates
stained with Congo Red. The positive fungal strains in the qualitative test were cultivated in liquid medium to
obtain the enzymatic extracts. The enzymatic activity of the extracts was determined by the Miller method. The
fungi H2SA2, PC3R6 and PC3R12 had an activity of 0.01640, 0.06037 and 0.02718 IU.

Palabras Clave: Phoradendron longifolium, P.velutinum, hongos endofitos, celulasas.
INTRODUCCION

Los hongos endofitos habitan en los tejidos de las plantas sin causar sintomas de enfermedad aparente durante
casi todo su ciclo de vida [1] y se localizan en los espacios intercelulares de los tejidos vegetales [2]. Se han
aislado de diferentes organos de las plantas y un diverso rango de huéspedes, incluyendo algas, briofitos,
pteridofitos, gimnospermas y angiospermas. La mayoria de los hongos endofitos pertenecen al phylum
Ascomycota, aunque también se han encontrado organismos pertenecientes a los phyla Basidiomycota,
Zygomycota y Oomycota [3]. La estrecha relacion que existe entre el hongo endofito y su planta hospedera se
considera de gran importancia, ya que el hongo es capaz de producir metabolitos secundarios por su interaccién
con su planta hospedera y con otros endofitos. A medida que se han ido descubriendo nuevos productos
naturales, el interés por los hongos endofitos ha ido en aumento, ya que estos microorganismos pueden
convertirse en una fuente sostenible de dichos compuestos. La produccion a gran escala de metabolitos
secundarios a partir microorganismos es mas facil y econdmica que su obtencion por otros métodos o a partir
de otras fuentes que los produzcan. El interés de explorar a los endéfitos se debe a la diversidad quimica y
biologica que cabe esperar y por el nimero de especies que podrian quedar por descubrir.

Las enzimas son consideradas de gran importancia no sélo en el sentido bioldgico, sino también por sus
importantes aplicaciones en campos cientificos e industriales. Por ello los investigadores se han centrado en el
aislamiento de cepas microbianas que producen grandes cantidades de enzimas. A lo largo de la historia se han
venido empleando las enzimas para usos industriales, una de las enzimas comunmente utilizadas es la celulasa.
Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento de los enlaces glicosidicos
3-1,4 presentes en los polisacaridos de la celulosa y hemicelulosa, respectivamente. El interés por las celulasas
empez6 alrededor de los afios 50 debido a su enorme potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa y
azlcares solubles. [S]. La busqueda de microorganismos productores de las enzimas celuloliticas es de gran
importancia para desarrollo de nuevas tecnologias que implica el uso de celulosa como materia prima a tratar
[6]. Para la determinacion de enzimas se realizan ensayos enzimaticos fiables con cuantificacion de azucares
reductores por el método de DNS. Este procedimiento se fundamenta en la reaccion de los grupos reductores
de los azucares con el reactivo oxidante acido dinitrosalicilico (DNS). El reactivo consiste en una disolucion
formada por los siguientes compuestos: acido dinitrosalicilico (dcido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzodico), que actia
como oxidante; Sal de Rochelle (tartrato sddico-potasico), que impide la disolucion de oxigeno en el reactivo e
hidroxido sddico, que aporta el medio requerido para que se produzca la reaccion redox. De esta forma, el acido
2-hidroxi-3,5-dinitrobenzdico se reduce, en presencia del grupo reductor de la glucosa, formando el acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, mientras que el grupo aldehido reductor se oxida, para formar un grupo carboxilico. En
este método analitico el DNS esta en exceso frente a los grupos reductores y en todas las muestras se adiciona
la misma cantidad, de tal forma que mayores concentraciones de azucares reductores provocan una mayor
coloracion de la muestra. Estas diferencias de coloracion pueden determinarse por espectrofotometria de luz
visible, a la longitud de onda de maxima absorbancia de 540 nm.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Los muérdagos se colectaron de dos zonas de la Sierra de Alvarez, San Luis Potosi. P. longifolium se
colecto en las coordenadas geograficas latitud 22°2' N y longitud 100°33' O y P. velutinum se tomo¢ en latitud
22°4' N y longitud 100°38' O. De los muérdagos se tomaron hojas sanas, sin sintomatologia de enfermedades
causadas por hongos y se reunieron vastagos de cada muestra que fueron tomados al azar. El material vegetal

"nstituto Tecnologico Superior de Purisima del Rincon, Ing. Bioquimica, Blvd. Del Valle #2301, Guardarrayas,
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“Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica, Biologia Molecular, Camino a la presa San Jose
#2055 Lomas 4* Seccion, C.P: 78216, San Luis Potosi, San Luis Potosi, jesus.morales@ipicyt.edu.mx

154



se coloco en bolsas ziploc y se conservo a 4°C hasta su procesamiento en el laboratorio dentro de las 24 h
siguientes.

Aislamiento de hongos endofitos.

La desinfestacion superficial de las hojas se realizd por inmersion consecutiva durante 1 min en
hipoclorito de sodio 10%, 1 min en etanol al 70% (v/v) y cinco lavados de 1 min cada uno con agua destilada
estéril. La efectividad del proceso se comprobd mediante la inoculacion de 100uL de agua sobrante del Gltimo
lavado en una caja con agar papa dextrosa (PDA). Después, las hojas se cortaron en secciones pequeiias (1-3
mm?) entre la nervadura central y el borde de la hoja y se colocaron en cajas con PDA. En cada caja se colocaron
10 fragmentos de hoja por triplicado. Las cajas se incubaron a 28 °C durante 5-7 dias. Cada colonia de hongos
se transfirid a medio fresco para tener cultivos axénicos.

Ensayo cualitativo de actividad de celulasa.

La actividad de celulasa en placa se midio en medio CMC (9g levadura Extracto; 0,4g K,HPO4; 0,001¢g
ZnSO4 7H,0; 0,6g KH,PO, ; 0,05g FeSO, 7H,O; 0,05¢ MnSO, H,O; 0,5 g MgSO, 7H,0; 10g
Carboximetilcelulosa; en g / L), (T¢éllez-T¢llez et al. 2008). Las placas se inocularon y se incubaron a 28 °C
durante 5 a 7 dias. La actividad de celulasa se revelé con Rojo Congo al 0.2%. Las cajas se tifieron durante 30
min a temperatura ambiente y el exceso de colorante se elimind con NaCl 1 M. La actividad de celulasa se
observa como un halo transparente o amarillo alrededor de la colonia.

Obtencion de extracto enzimatico (EE)

Matraces de 250mL con medio CMC liquido se inocularon con los hongos con un mayor halo de
actividad de celulasa y se incubaron por 7 dias a 28°C en agitacion constante a 120. Después del periodo de
incubacion los cultivos se colocaron en tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron a 10,000g por 10 min a 4°C.
Finalmente el sobrenadante (EE) se separd de la biomasa.

Determinacion de azicares reductores por el método DNS

Para evaluar la actividad enzimatica celulolitica del EE se cuantificaron los azucares reductores
liberados por los extractos fungicos utilizando el método DNS (é&cido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller 1959). Las
mezclas de reaccion contenian 475pl de sustrato y 25uL de EE, 250pl de sustrato y 250uL de EE y 400pl de
sustrato y 100uL de EE. Las reacciones se realizaron en tubos eppendorf de 1.5mL y se incubaron en un bafo
de agua caliente en un equipo Heating Bath B-100 a 50 °C por 1 h y por 24 h. Posteriormente, los tubos
eppendorf fueron colocados en hielo. La determinacion de los aztcares reductores se realizé con 50ul de la
mezcla de reaccion y 150ul de reactivo de DNS. Las reacciones de DNS se incubaron en un termociclador
Veriti durante 10 minutos a 95°C. Una curva patrén de Glucosa desde 50pug/mL hasta 1000pug/mL se realizo
para interpolar las lecturas de las reacciones de DNS. La absorbancia de las reacciones de DNS se leyeron a
540nm en un espectrofotometro para microplacas BIORAD Benchmark Plus.

Cuantificacion de proteina
El contenido proteico de los extractos enzimaticos de los hongos endéfitos se cuantificé por el método
de Bradford modificado a 595nm (Zor y Selinger, 1996).

RESULTADOS

Hongos endéfitos

Un total de 10 cepas de hongos endofitos fueron aisladas de las especies de muérdago estudiadas. A partir de
hojas de Phoradendron longifolium se aislaron 8 cepas (PL3H1, PL3H2, PL3H3, PL3H4, PL3H5, PL3H7, PL3H9 y
PL3H10) y de Phoradendron velutinum se aislaron 2 cepas (PV3H2 y PV3H4).

S ’ ] 8 = —
Figura 1. Cepas de hongos endoéfitos aislados de Phoradendron longifolium 'y Phoradendron velutinum.

Ensayo de actividad enzimatica

A partir de una coleccion de cepas de hongos endofitos de Phoradendron velutinum se detectd que la cepa
H1VFMI de Epicoccum sp. Presento actividad celulolitica en medio de CMC tefiido con Rojo Congo. De la
misma manera, 4 cepas asociadas a Psittacanthus calyculatus (PC3CHS, PC3R12, PC3R7, PC3R6) presentaron
actividad. También, la cepa HISA2 aislada a partir de hojas de Salvia amarissima presento actividad
celulolitica. A partir de la rizosfera de encino se aislaron 4 cepas fungicas y 2 (Reo Y Rep) de ellas degradaron
la celulosa. La Figura 2. Muestra la actividad celulolitica de las cepas fungicas visualizada por medio de un
halo de hidroélisis de color amarillo-transparente alrededor de la colonia.

155




Figura 2. Actividad Celulolitica de microorganismo fiingicos.

Actividad enzimatica

Los hongos H2SA2, PC3R6 y PC3R12 tuvieron una actividad de celulasa de 0.01640, 0.06037 y 0.02718 UI.
Una unidad internacional (UI) se define como la cantidad de enzima en mg necesaria para producir un pmol de
glucosa por minuto.

CONCLUSIONES

Mediante pruebas cualitativas y cuantitativas se logré comprobar que existen hongos endofitos de muérdagos
con actividad celulolitica.
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AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA FOSFOLIPASA A1 EN
TEOCINTE

Juan Carlos Rivera Navarro' y Rubén Rellin Alvarez’
RESUMEN

Se realizé un muestreo de diversas plantas de teocinte durante sus etapas iniciales de crecimiento de un campo de
cultivo experimental, cuyas muestras se procesaron para amplificar un fragmento del ADN genémico.

Los experimentos estuvieron encaminados a la amplificacion de dos fragmentos de un gen del cromosoma 3 que
codifica para una fosfolipasa A1, para determinar el material de estudio de interés para secuenciar.

Se realizaron PCRs con distintas polimerasas en muestras de ADN extraido, utilizando oligonucleétidos disefiados a
partir de la secuencia mismo gen en el maiz B73. Se encontré que el fragmento de interés solo se amplifica con
polimerasas de baja fidelidad, las mismas muestras tratadas con polimerasas de alta fidelidad no amplifican
fragmento alguno del ADN de teocinte.

ABSTRACT

A number of teocinte plants were sampled during their initial stages of growth of an experimental crop field, whose
samples were processed to amplify a fragment of genomic DNA.

The experiments were directed to the amplification of two fragments of a chromosome 3 gene encoding a
phospholipase Al, to determine the study material of interest for sequencing.
PCRs with different polymerases were performed on extracted DNA samples, using oligonucleotides designed from
the same gene sequence in B73 maize. It was found that the fragment of interest is only amplified with low fidelity
polymerases, the same samples treated with high fidelity polymerases do not amplify any fragment of teocinte DNA.

Palabras Clave: Lipasa, amplificacion, teocinte.

INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importantes del teocinte es su alta similitud con las especies del maiz ya que se le
considera un antepasado o la especie de la cual derivo la diversificacion genética en el maiz; se creé que la
domesticacion de esta especie ocurrid hace aproximadamente 10 000 afios a partir del teocinte anual Zea mays ssp.
Parviglumis, mediante un evento individual en la region de la Cuenca del Balsas (Matsuoka, et al., 2002; Doebley,
2004; Ruiz, et al. 2011), el cual se diversifico y dio lugar a la adaptacion de nuevas especies, ya que las condiciones
ambientales de México varian mucho entre si; la heterogeneidad ambiental promueve el incremento de la diversidad
genética intraespecifica (Linhart y Grant, 1996; Ruiz, et al. 2011).

Sin embargo no toda la diversidad del teocinte fue pasada al maiz, debido a que el habitante de Mesoamérica recurrid
y recurre hasta nuestros dias al retrocruzamiento del domesticando con el teocinte local, como parte de su proceso de
dispersion y adaptacion en Mesoamérica (Wellhausen, 1952; Wilkes, 1977; Benz et al., 1990; Fernandez, 2011).

Las regiones tropicales son tnicas en diversidad de formas complejas en areas relativamente pequefias y contiguas,
esto hace que exista mayor segregacion, expresion genética, adaptaciones especificas, alta variabilidad y rapidez en
el hallazgo de formas nuevas (Cardona, 2010).

La clasificacion de los ambientes de cultivo indicando el area y caracteristicas requeridas por el germoplasma es
indispensable para cultivar exitosamente el maiz, de ahi radica la importancia del estudio de la adaptacion de las
variedades del maiz; los genotipos del maiz se clasifican en tropicales de tierras bajas, subtropicales de tierras bajas y
de media altitud y tropicales de tierras altas (Paiwal, 2001).

El metabolismo de glicerolipidos es una forma de adaptacion de las plantas que emplean cuando ocurren cambios en
el ambiente: Uno de los mecanismos mas comunes de las plantas es la desaturacion de glicerolipidos para compensar
el decremento en la fluidez de la membrana (Williams et al., 1988; Weltietal., 2002; Tassevaetal., 2004; Szymanski
et al. (2014), que se ha observado en especies de plantas tolerantes a zonas frias (Szymanski et al., 2014).

Uno de los rasgos determinantes de adaptacion genotipica es la presencia de la fosfolipasa Al del cloroplasto cuya
funcig’)n es desacilar la molécula de TAG (Matos and Pham-Thi, 2009), que en éste caso es fosfatidilcolina.
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Figura1. Se muestra la reaccién que cataliza la fosfolipasa A1 (3.1.1.32.) en la ruta metabdlica del maiz para
procesar la fosfatidilcolina.

En el genoma del maiz ésta enzima estd codificada en el gen GRMZM2G353444, de cuya secuencia de disefiaron 6
pares de oliganucleotidos para estudiarlo en fragmentos.
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Figura2. Se muestra un diagrama del gen GRMZM2G353444 que codifica para la lipasa.

Con fines de generar nuevo material para analizar en el laboratorio, se determind que el fragmento que se debia
secuenciar era el nimero 5 de los 6 que incluyen la region UTR. Sin embargo los experimentos demostraron que los
primers 5 forward y reverse eran inespecificos; en la electroforesis habian bandas diferentes a la esperada, que
correspondian a los fragmentos de ADN amplificados debido a la similitud de la secuencia de los oligonucledtidos
con otras lipasas codificadas del mismo genoma.

Asi que se optd por utilizar el oligonucledtido 5 forward y 6 Reverse para aumentar la selectividad: el
oligonucledtido 6 Reverse se aparea con las bases de la region "5 UTR, cuya secuencia es especifica de la lipasa del
cromosoma 3, y posteriormente, secuenciar inicamente el fragmento 5. Por lo tanto el fragmento 5 de 734pb y el 6
con 774 se juntaron para amplificar uno de 1508 pb.

METODOS Y MATERIALES

Se muestrearon los primeros 100 especimenes de teocinte durante sus etapas iniciales de crecimiento, de las cuales se
analizaron las primeras 17, su altura oscilaba entre los 15 y 30 cm. Estas se encontraban plantadas en un campo de
cultivo experimental dentro de las instalaciones del CINVESTAYV Irapuato, cuya nomenclatura se les otorgd antes de
iniciar el proyecto. Se utiliz6 un sacabocado para la recoleccion de tejido vegetal que se almacenaron en nitrogeno
liquido; tres circulos por cada planta en tubos eppendorf de 2 ml. Con un Mixer Mill MM 301 Retsch® se
pulverizaron las muestras a 30 Hzs por 30 segundos.

Siguiendo el protocolo de Edward K., et al 1991, se extrajo el ADN, resuspendido en 50 pl de agua inyectable.

Para realizar la PCR se utilizaron oligonucledtidos T4 Oligo® sintetizados a partir de la secuencia del gen
GRMZM?2G353444 de la especie de maiz B73, y cuatro enzimas polimerasas diferentes: kapa biosystem® KAPA
taq, Thermo Scientific® pfu, New England Biolabs, Thermo Scientific® Phusion High Fidelity e Invitrogen®
Platinum Taq High Fidelity.

En todas las amplificaciones realizadas se utilizé una solucion de Betaina 5SM y DMSO al 100%, adicionales a los
reactivos sugeridos por los fabricantes para cada polimerasa, para tener una concentraciéon de 0.5 M y 4%
respectivamente en cada tubo para PCR. Se programd la termocicladora con las condiciones y tiempos requeridos
por cada polimerasa.

RESULTADOS

Antes de determinar la estrategia de amplificar el fragmento 5 y 6, se probé el ADN de las muestras realizando la
PCR de ambos fragmentos por separado como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. El numero seguido por una F mayuscula representa el fragmento amplificado en cada muestra.
El color verde representa una electroforesis exitosa, es decir que se observé una banda de 1500 pb, el
amarillo bandas tenues, poco visibles y el rojo a ninguna banda observada.

Muestra de Polimerasa

teocinte Kapa Kapa Pfu Platinum Phusion Phusion
RS17-6001 Sin planta
RS17-6002
RS17-6003 F6 F6 F5 - - -
RS17-6004 F 6 F6 F5 - - -
RS17-6005 F 6 F 6 F5 - - -
RS17-6006 F 6 F6 F5 - - -
RS17-6007 F 6 F 6 F5 - - -
RS17-6008 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6009 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6
RS17-6010 Sin planta
RS17-6011 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6012 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6013 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6014 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6015 F 5-6 - F 5-6 - F 5-6 -
RS17-6016 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6
RS17-6017 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6
RS17-6018 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6
RS17-6019 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6
RS17-6020 F 5-6 - - F 5-6 F 5-6 F 5-6

En general se observaron las bandas en la electroforesis cuando se utilizé la kapa polimerasa, que no se observaron al
utilizar el mismo ADN pero con una polimerasa de alta fidelidad.

Probablemente esto ocurrié debido a que los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados en base a la secuencia del
maiz B73, especificamente en la region de la secuencia pudo ser diferente a la del teocinte. Por ejemplo en los
experimentos de Doebley et al., 1985 se evaluaron mediante isozimas, una muestra de la biodiversidad en 23 loci de
34 razas nativas de maiz mexicano, donde el nimero promedio de alelos por locus fue 7, con variacion de 3 a 18
(Fernandez, a. t. et al. 2011), es decir que es un fendmeno bastante frecuente que haya diferencia en la secuencia del
gen que codifica para la misma proteina en distintas razas.

Se cree que el alineamiento de los primers fue menos exigente para las polimerasas de baja fidelidad, por lo que fue
posible observar las bandas de 1508 pb del fragmento 5 y 6, que en las polimerasas de alta fidelidad el proceso fue



mas selectivo y no fue posible amplificar el mismo fragmento, es decir que las bases de los oligonucleétidos no
pudieron aparearse por la diferencia de algun nucleétido en la secuencia.

CONCLUSIONES

La amplificacion del fragmento 5 y 6 del gen que codifica para la lipasa tipo Al del cromosoma 3, presente en
cloroplasto no puede realizarse con polimerasas de alta fidelidad, por lo tanto los productos de PCR amplificados
exitosamente no son adecuados para secuenciar, ya que se realizaron con kapa polimerasa. Existe la posibilidad de
que los fragmentos tengan errores de transcripcion, la secuenciacion debera realizarse con los productos de PCR
obtenidos con polimerasas de alta fidelidad, como la phusion.

No se pudo generar el material de estudio para la secuenciacion del fragmento 5, por lo que se deberan realizar
estudios para determinar la causa de los resultados negativos con las polimerasas de alta fidelidad, puede ser el caso
de disefiar nuevos oligonucleodtidos o modificar las condiciones y concentraciones de los reactivos propuestos para la
amplificacion.
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CARACTERIZACION DE LA PERMEABILIDAD INTESTINAL DE CRIAS
LACTANTES CARENTES DEL RECEPTOR DE PROLACTINA PROVENIENTES DE
MADRES ALIMENTADAS CON UNA DIETA ALTA EN GRASAS

Sandra Leticia Gonzilez Lopez', Ericka A. de los Rios’ y Yazmin Macotela Guzman®
RESUMEN

La obesidad materna durante la lactancia afecta la produccion y la composicion de la leche, lo que tiene
consecuencias metabolicas en su progenie, como el desarrollo de resistencia a la insulina. Se ha relacionado a la
obesidad con un estado de inflamacion crénica que condiciona el desarrollo de resistencia a la insulina. Por otra
parte, se ha reportado que la prolactina, hormona reguladora de la lactancia, favorece la sensibilidad a la insulina.
Recientemente se encontrd que el consumo de una dieta alta en grasas por madres lactantes aumenta la
permeabilidad intestinal de las crias y favorece resistencia a la insulina mientras que la administracién de prolactina
en crias de madres alimentadas con este tipo de dietas aminora o previene dichos efectos. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue analizar las caracteristicas histologicas del intestino de crias del ratén carente del receptor de
prolactina para evaluar el papel de la PRL sobre la permeabilidad intestinal como mecanismo protector contra el
desarrollo de resistencia a la insulina derivada del consumo materno de una dieta alta en grasas. Se encontraron
diferencias histologicas asociadas a cambios de la permeabilidad entre cada porcion intestinal.

ABSTRACT

Maternal obesity during lactation alters breast milk production and composition, leading to metabolic alterations in
their progeny, like the development of insulin resistance. Obesity has been related to a state of chronic inflammation
that conditions the development of insulin resistance. On the other hand, it has been reported that prolactin, the
hormone that regulates lactation, promotes insulin sensitivity in obesity conditions. It was recently discovered that
the consumption of a high fat diet by lactating mothers increases the intestinal permeability of the offspring and
promotes insulin resistance, whereas the administration of prolactin in the offspring of mothers fed with this type of
diet prevents or ameliorates those effects. Thus, the aim of this study was to analyze the histological characteristics
of the intestine of lactating mice null for the prolactin receptors to evaluate the role of prolactin in intestinal
permeability as a protective mechanism against the development of insulin resistance derived from the maternal
consumption of a high fat diet. Histological differences related with changes in intestinal permeability were found
between each intestinal portion.

Palabras clave: prolactina, obesidad, lactancia, permeabilidad intestinal, receptor de prolactina.
INTRODUCCION

El rapido aumento en la prevalencia de obesidad a nivel mundial y su asociaciéon con el desarrollo de multiples
complicaciones, tales como diabetes, enfermedades cardiovasculares, higado graso, cancer, entre otras, han vuelto a
esta condicion un problema de salud publica. La obesidad y sus consecuencias afectan a todos los sectores de la
poblacién, pero su presentacion en etapas criticas del desarrollo, como en la lactancia, es un asunto de especial
interés por la relevancia de sus implicaciones en la progenie. Los efectos de la obesidad materna en la lactancia se
relacionan con un retardo en su inicio, intensidad y duracion, afectando el propio desempefio de la lactancia; ademas
de alteraciones en la composicion de la leche materna, tales como un mayor contenido de 4cidos grasos saturados de
cadena larga y de carbohidratos, lo que entre otros efectos produce mayor ganancia de peso en el lactante (Turksin,
Bel, Galjaard y Devlieger, 2014; Rolls, Gurr, Duijvenvoorde, Rolls y Rowe, 1986; Del Prado, Delgado y
Villalpando, 1997). Por lo cual, un estado nutricional de caracteristicas obesogénicas en la mujer en periodo de
lactancia provoca cambios en la composiciéon de la leche que idealmente deberia proporcionar los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo del menor, produciendo un impacto adverso en la salud metabdlica del
infante.

El impacto de la nutricion materna sobre el lactante se ha demostrado incluso a largo plazo. Algunos trabajos
muestran que la descendencia de madres con obesidad, diabetes e hiperglicemia tiene predisposicion a presentar
obesidad, sindrome metabodlico y otras complicaciones derivadas de la obesidad en la vida adulta (Vogt et al. 2014).
Para poder evaluar los efectos de la dieta de la madre durante la lactancia sobre la funciéon metabdlica de su progenie
de manera independiente a las condiciones del embarazo, es 1til el empleo de modelos animales. En roedores, una
alimentacion materna alta en grasas en periodo de lactancia provoca en las crias mayor ganancia de peso, incremento
de los niveles séricos de triglicéridos y leptina, disminucién de adiponectina, hiperinsulinemia e intolerancia a la
glucosa (Masuyama e Hiramatsu, 2014; Vogt et al., 2014).

El consumo de dietas altas en grasa, asi como la propia obesidad se han vinculado con alteraciones en la microbiota
intestinal y a un deterioro en la funcion de barrera del intestino que conlleva a un aumento en la permeabilidad
intestinal. En conjunto, estas dos situaciones permiten la translocacién de bacterias y endotoxinas a la circulacion lo
que produce una endotoxemia metabolica, es decir, un estado de inflamacion cronico caracteristico de la obesidad.
(Shen, Obin y Zhao, 2014; Carvalho y Saad, 2012; He, Shan y Song, 2015). Esta inflamacion produce un dafio en
las células beta del pancreas y un aumento en las citocinas circulantes lo que provoca resistencia a la insulina (Kort,
Keszthelhy y Masclee, 2011). Para contrarrestar esta alteracion metabodlica se ha sugerido corregir el desequilibrio
bacteriano y la alteracion de la permeabilidad intestinal (Carvalho et al/, 2012; He et al, 2015).

La prolactina (PRL) es la principal hormona reguladora de la lactancia, estimula la produccion de leche y regula la
composicion de la misma (Méndez, Carifio y Diaz, 2005), ademas ejerce efectos sobre el metabolismo. Por ejemplo,
en modelos animales la PRL promueve la sensibilidad hepatica a la insulina y tanto en animales como en humanos,
estimula la secrecion de insulina por las células beta pancreaticas (Freemark et al., 2002; Yu, 2013). Asimismo, se
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han encontrado niveles bajos de PRL en asociacion con alteraciones metabolicas, como resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2 (Chirico et al., 2013; Balbach et al., 2013;
Wagner et al., 2014; Wang et al., 2013). Ademas, la deficiencia del receptor de PRL (rPRL) en ratones C57BL/6
exacerba el desarrollo de alteraciones metabdlicas derivadas de una alimentacion alta en grasas y el tratamiento con
PRL contrarresta la resistencia a la insulina en ratas con obesidad (Ruiz et al., 2017). En nuestro laboratorio se
encontr6 recientemente que la PRL promueve la sensibilidad a la insulina y reduce la permeabilidad intestinal en
crias de madres alimentadas con una dieta alta en grasas (De los Rios ef al, en preparacion); sin embargo, se
desconoce el mecanismo implicado.

La presencia de receptores para prolactina en todas las porciones del intestino delgado y en el colon apoyan que esta
hormona tiene un efecto sobre la funcion intestinal (Garcia et al., 1996), por ejemplo, se ha demostrado que la PRL
aumenta la permeabilidad intestinal, particularmente a iones como el calcio (Ajibade et al., 2010). Considerando que
una alimentacion materna obesogénica provoca alteraciones metabdlicas en las crias lactantes, que los bajos niveles
de PRL y de su receptor favorece el desarrollo de resistencia a la insulina y que la administracion de PRL
contrarresta esta alteracion, sugiriendo una asociacion con la reduccion en la permeabilidad intestinal, se planted
caracterizar cuales son los efectos de la deficiencia del rPRL sobre la permeabilidad intestinal de crias lactantes
provenientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasas durante la lactancia. Para ello, en este experimento
se evaluo la histologia intestinal de ratones nulos para el receptor de prolactina (Prir -/-) alimentados con leche
proveniente de madres sometidas a un reto obesogénico.

METODOS Y MATERIALES

Procedimiento experimental en ratones. Se emplearon ratones de la cepa C57BL/6 PRL (Prir +/-) procedentes de
siete camadas. Para ello, ratones hembra heterocigotas (Prlr +/-) se cruzaron con ratones macho silvestres (wild-
type) (Prlr +/+, WT) y con ratones nulos (knock-out) para el receptor de PRL (Prir -/~, KO) con la finalidad de
obtener crias de ratones con el genotipo KO y WT. Durante la lactancia, las madres fueron alimentadas ad libitum
con dieta control (DC) o con dieta alta en grasas (DO), consistentes en 28% de proteinas, 13.5% de grasa y 58% de
carbohidratos y 20% de proteinas, 60% de grasa y 20% de carbohidratos, respectivamente. Las crias se alimentaron
de manera normal con la leche de sus madres. Posteriormente las crias fueron sacrificadas al dia 12 de lactancia. Se
obtuvo el suero de los animales y el intestino en su totalidad y posteriormente se separaron sus diferentes porciones
(duodeno, yeyuno, ileon y colon).

Histologia del intestino. El intestino fue seccionado transversalmente para generar porciones en forma de anillo de 3
mm de grosor que, tras ser lavadas con agua para eliminar los residuos del contenido intestinal, fueron colocadas en
cassettes de histologia. Se procedio a la fijacion del tejido en formalina al 4% durante una hora y se paso a través de
un tren de deshidratacion para su inclusion en parafina. Al bloque resultante se le realizaron cortes de 3 pm de
grosor, las ldminas obtenidas se colocaron en portaobjetos para su tinciéon con hematoxilina-eosina.

El anélisis de las imagenes se realizé a doble ciego y se consideraron nueve campos por laminilla visualizados con el
objetivo de 40x. En cada campo capturado de duodeno, yeyuno e ileon se midi6 la longitud de vellosidades
completas y bien orientadas y la profundidad de criptas abiertas a la luz intestinal en el caso del colon con un testigo
métrico externo. Se calculd el promedio de las mediciones obtenidas por cada animal Y los promedios de las
mediciones fueron clasificados en cuatro grupos segun el genotipo de los ratones y la alimentacion de sus madres
(WT+DC, WT+DO, KO+DC Y KO+DO). Posteriormente, se obtuvo el promedio de la longitud de las vellosidades
intestinales por grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con relacion a todas las porciones del intestino delgado, se encontrdé una disminucion en la longitud de las
vellosidades intestinales de las crias WT alimentadas con leche de madres sometidas a una dieta alta en grasas
(WT+DO). En el yeyuno de crias carentes del receptor de PRL (KO) provenientes de madres alimentadas con una
dieta alta en grasas (KO+DO), también se redujo la longitud de las vellosidades intestinales; sin embargo, la longitud
de las vellosidades de duodeno e ileon del grupo KO+DO no mostrd diferencias respecto al grupo KO+DC (Figura 1
A-C). En el caso del colon, la dieta obesogénica en las madres no ocasion6 cambios en la profundidad de las criptas
intestinales en las crias de ninguno de los dos genotipos (Figura 1 D).

La disminucion en la longitud de las vellosidades intestinales y un aumento de la profundidad de las criptas
intestinales estd descrita en condiciones que aumentan la permeabilidad intestinal (Drut, 2011; Ribeiro, Giusti,
Souza, Franci y Saia, 2017). Puesto que se ha descrito que existe un aumento de la permeabilidad intestinal en las
crias alimentadas con leche de madres sometidas a dietas altas en grasa, los hallazgos observados en la histologia
intestinal deberian coincidir con los mencionados. Esta situacion se cumplié en el caso de la disminucion de la
longitud de las vellosidades de todas las porciones del intestino de los animales WT+DO (Figura 2) y para la porcion
del yeyuno de las crias KO+DO (Figura 3). No obstante, las demas porciones del intestino delgado de crias KO+DO
y el colon de crias WT+DO ni KO+DO mostraron cambios respecto a los grupos con DC.
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Figura 1. Promedio de la longitud de las vellosidades intestinales del duodeno (A), yeyuno (B) e ileon (C) y
promedio de la profundidad de las criptas del colon (D) de crias lactantes.

En duodeno y yeyuno se encontr6 un incremento en la longitud de las vellosidades intestinales en ausencia del rPRL
independiente de la dieta (Figura 1 A y B) respecto a los animales WT. En ileon, la longitud de las vellosidades
intestinales fue menor en las crias sin rPRL alimentadas con leche de madres sometidas a dietas control (KO+DC) en
comparacion con el grupo de animales silvestres alimentados de la misma manera (WT+DC). No existi6 diferencia
en la longitud de las vellosidades intestinales del ileon por la ausencia del rPRL cuando las crias se alimentaron de la
leche de madres con reto obesogénico (Fig. 1 C). En el caso del colon, la ausencia del rPRL no produjo cambios en
la profundidad de las criptas intestinales en ningun tipo de dieta (Figura 1 D).

Ya que la prolactina disminuye la permeabilidad intestinal, se esperaria que la ausencia de su receptor se traduzca en
un incremento de la permeabilidad intestinal con los hallazgos histologicos correspondientes, es decir una
disminucion en la longitud de las vellosidades y mayor profundidad de las criptas. Por lo tanto, los resultados
correspondieron a lo esperado so6lo en el ileon de animales del grupo KO+DC (Figura 4). El resultado de la longitud
de las vellosidades de duodeno y yeyuno de animales KO de madres con cualquier tipo de dieta fue opuesto a lo
previsto.

A

Figura 3. La alimentacién de la crias KO con leche de
madres sometidas a DO causé una disminucion de la
longitud de las vellosidades intestinales en yeyuno.

KO+DC

WT+DC Figura 4. La ausencia del rPRL causé una
Figura 2. La alimentacion de la crias WT con leche de  disminucién de la longitud de las vellosidades
madres sometidas a DO causé una disminucién de la intestinales en el ileon en crias alimentadas con
longitud de las vellosidades intestinales en todas las leche de madres sometidas a DC.

porciones del intestino delgado: duodeno (A y B),

yeyuno (Cy D) e ileon (E y F).

CONCLUSIONES

La histologia muestra que la permeabilidad de cada una de las porciones del intestino se ve afectada de manera
distinta por la ausencia del rPRL y por la alimentacién con leche proveniente de madres sometidas a un reto
obesogénico, sobre todo en el intestino delgado. Se presentd una reduccion de la longitud de las vellosidades en
todas las porciones del intestino delgado de los ratones WT alimentados con la leche de madres alimentadas con
dietas altas en grasas. Independientemente de su genotipo, hubo una disminucion de la longitud de las vellosidades
intestinales del yeyuno de las crias como consecuencia de una dieta alta en grasas en las madres que seflala un
aumento de la permeabilidad intestinal. En el caso del duodeno y el ileon, la dieta obesogénica de las madres solo
causo6 una reduccion en la longitud de las vellosidades intestinales de las crias en presencia del rPRL; esto evidencia
que el rPRL interviene en la disminucion de la longitud de las vellosidades intestinales en estas regiones y con ello
en el aumento de la permeabilidad intestinal de duodeno e ileon de la progenie de madres lactantes sometidas a dietas
altas en grasa. La presencia o ausencia del rPRL y el tipo de dieta de las madres tuvo poca implicacion en la
profundidad de las criptas del colon y por ello pocas consecuencias en la permeabilidad intestinal de esta region.

Esto sugiere que cada porcion de intestino delgado podria contribuir de manera diferente en el desarrollo de
resistencia a la insulina. Sin embargo, no todos los resultados coincidieron con lo esperado y atn falta mucho por
investigar al respecto. Es necesario considerar otros parametros en el analisis de la histologia intestinal y utilizar
otras técnicas para evaluar la permeabilidad intestinal, ademas de relacionar estos resultados con la sensibilidad a la
insulina de crias de raton sometidas a las mismas condiciones de alimentacion.

162



BIBLIOGRAFIA

Ajibade, D., Dhawan, Fechner, A., Meyer, M., Pike, J., & Christakos, S. (2010). “Evidence for a Role of Prolactin in
Calcium Homeostasis: Regulation of Intestinal Transient Receptor Potential Vanilloid Type 6, Intestinal
Calcium Absorption, and the 25-Hydroxyvitamin D3 la Hydroxylase Gene by Prolactin” en Endocrinology.
Num. 7, Vol. 151, [pp. 2974-2984]

Balbach, L., Wallaschofski, H., Volzke, H., Nauck, M., Doérr, M., & Haring, R. (2013). “Serum prolactin
concentrations as risk factor of metabolic syndrome or type 2 diabetes?”” en BMC Endocrine Disorders, Num.
12, Vol. 13

Carvalho, B. & Saad., M. (2013). “Influence of gut microbiota on subclinical inflammation and insulin resistance” en
Mediators of Inflammation, Vol. 2013

Chirico V, Cannavo S, Lacquaniti A, Mandolfino, M., Romeo, P., Cotta, O., ... Arrigo, T. (2013). “Prolactin in
obese children: a bridge between inflammation and metabolic-endocrine dysfunction” en Clinical
Endocrinology, Num. 79, Vol. 2013, [pp 537-544]

Del Prado, M., Delgado G, Villalpando S. (1997). “Maternal lipid intake during pregnancy and lactation alters milk
composition and production and litter growth in rats” en Journal of Nutrition, Num. 3, Vol. 127, [pp. 458-462]

Drut, R. (2011). Contribucion del patdlogo en el diagnostico de enfermedad celiaca. “Comentarios sobre recientes
avances”, en Revista Espariola de Patologia, Num. 3, Vol. 44, [pp. 179-181]

Freemark M, Avril I, Fleenor D, Driscoll, P., Petro, A., Opara, E., ... Kelly, P. (2002). “Targeted deletion of the PRL
receptor: effects on islet development, insulin production, and glucose tolerance” en Endocrinology, Num. 4,
Vol. 143, [pp. 1378-1385]

Garcia, T., Morel, G., Gallego, R., Fraga, M., Pintos, E., Gago, D., ... Beiras, A. (1996). “Cellular distribution of
prolactin receptos in human digestive tissues” en Journal of Clinical Endocrinology and Metabolismo, Num. 5,
Vol. 81, [pp. 1861-1866]

He, C., Shan, Y., Son, W. (2015). “Targeting gut microbiota as a possible therapy for diabetes” en Nutrition
Research, Num. 5, Vol. 35, [pp. 361-367]

Kort, S., Keszthelyi, D. & Masclee, A. (2011). “Leaky gut and diabetes mellitus: what is the 1ink?” en Obesity
reviews, Num. 6, Vol. 12, [pp. 449-458]

Masuyama, H. & Hiramatsu, Y. (2014). “Additive effects of maternal high fat diet during lactation on mouse
offspring” en Plos One, Num 3, Vol. 9

Meéndez, 1., Carifio, C. & Diaz, L. (2005). “La prolactina en el sistema inmunoldgico: aspectos de sintesis y efectos

biologicos” en Revista de Investigacion Clinica, Nim. 3, Vol. 57, [pp. 447-456]

Ribeiro, A., Giusti, H., Souza, A., Franci, C. & Saia, R. (2017). “Dexamethasone prevenst lipopolysaccharide-

induced epitelial barrier dysfunction in rat ileum” en Shock

Rolls, B., Gurr., M., Duijvenvoorde, P., Rolls, B & Rowe, E. (1986). “Lactation in lean and obese rats: effect of
cafeteria feeding and of dietary obesity on milk composition” en Physiology & behavior, Nim. 2, Vol. 38, [pp.
185-190]

Ruiz, X., Rios, E., Diaz, J., Lerma, R., Martinez, L., Lopez, F., ... Macotela, Y. (2017). “Prolactin promotes adipose
tissue fitness and insulin sensitivity in obese males” en Endocrinology, Num. 1, Vol. 158, [pp. 56-68]

Shen, J., Obin, M. & Zhao, L. (2013). “The gut microbiota, obesity and insulin resistance” en Molecular Aspects of
Medicine, Num. 1, Vol. 34, [pp. 39-58]

Turcksin, R., Bel, S., Galjaard, S. & Devlieger, R. (2014). “Maternal obestity and breastfeeding intention, initiation,
intensity and duration: a systematic review” en Maternal & Child Nutrition, Nam. 2, Vol. 10, [pp. 166-183]
Vogt, M., Paeger, L., Hess, S., Steculorum, S., Awazawa, M., Hampel, B., ... Briining, J. (2014). “Neonatal insulin
action impairs hypothalamic neurocircuit formation in response to maternal high fat feeding” en Cell, Num. 3,

Vol. 156, [495-509]

Yu, J., Xiao, F., Zhang, Q., Liu, B., Guo, Y., Lv, Z., ... Guo, F. (2013). “PRLR Regulates Hepatic Insulin Sensitivity
in Mice via STAT5” en Diabetes, Nim. 9, Vol. 62, [pp. 3103-3113]

Wagner, R., Heni, M., Linder, K., Ketterer, C., Peter, A., Bohm, A., ... Fritsche, A. (2014). “Age-dependent
association of serum prolactin with glycaemia and insulin sensitivity in humans” en Acta Diabetologica, Num.
1, Vol. 51, [pp. 71-78]

Wang, T., Lu, J., Xu, Y., Li, M., Sun, Zhang, J., ... Ning, G. (2013). “Circulating prolactin associates with diabetes
and impaired glucose regulation” en Diabetes Care, Nim 7, Vol. 36, [pp. 1974-1980]

AGRADECIMIENTOS
A la Dra. Yazmin Macotela Guzman por recibirme en su laboratorio y por todas las atenciones prestadas.
A laM. en C. Ericka Alejandra De los Rios Arellano por su guia y su paciencia a lo largo de este proyecto.

A la tesista de Licenciatura en Nutricion Viridiana Tinoco Pantoja por su constante apoyo durante la estancia.
A todo el equipo del laboratorio de endocrinologia por su amabilidad.

163




PRODUCCION DE LISOZIMA DE HUEVO DE GALLINA EN ASPERGILLUS NIGER
Bl

Sofia Margarita Arellano Acosta' y Sergio de Jestis Romero Gémez*
RESUMEN

Aspergillus niger Bl es una cepa modificada genéticamente que contiene el vector G498:Lys, el cual posee un
fragmento de DNA que codifica para la glucoamilasa de Aspergillus niger y la secuencia codificante de la lisozima de
huevo de gallina, ésta ultima presenta distintas actividades bioldgicas como la actividad antibacterial, antiviral y
antitumoral. Se llevé a cabo una fermentacion en estado sélido utilizando poliuretano para producir lisozima debido a
las ventajas que este método presenta. La produccion de lisozima se pudo obtener a pesar del bajo crecimiento de la
cepa Bl de 4. niger, sin embargo, se produjo una cantidad minima y con baja actividad enzimatica.

ABSTRACT

Aspergillus niger Bl is a genetically modified strain that contains G498:Lys vector, which has a DNA fragment
encoding Aspergillus niger glucoamylase and hen egg-white lysozyme coding secuence, this enzyme has antibacterial,
antiviral and anti-tumor activity. A solid fermentation was carried out using polyurethane to produce lysozyme due to
the advantages that this method presents. The production of lyzosyme was obtained despite the low growth of B/ A.
niger, nevertheless, a minimal amount of lyzosyme was produced with a low enzymatic activity.

Palabras Clave: Aspergillus niger B1; Lisozima; Fermentacion solida
INTRODUCCION

Aspergillus niger es un hongo filamentoso que pertenece al filo Ascomycete, del género Aspergilli. Este tipo de hongo
se caracteriza por su rapida proliferacion (3-5 dias), por presentar conidios de color negro azabache y una coloracion
amarillo grisaceo al reverso de la colonia (Koneman, et al., 2008). Este hongo es de gran interés industrial debido a
que es utilizado para la elaboracion de acido citrico, aunque también se ha utilizado para obtener hormonas y enzimas
(Arenas, 2013). La importancia de 4. niger radica en que es capaz de secretar proteinas a altos niveles, y a su estatus
regulatorio GRAS (Estatus de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos), el cual
considera a éste como un organismo seguro para la salud (Smith, 2013).

La lisozima, también 1llamada muramidasa, es una proteina que se ha visto presente en organismos como reptiles, aves
y mamiferos, asi como en tejidos y fluidos, incluyendo lagrimas, saliva y huevos de aves. En el ser humano, la lisozima
es esencial, ya que es importante en la defensa contra infecciones. Se ha demostrado que la lisozima es un componente
principal en los granulos, tanto primarios como secundarios, de los neutréfilos y es el principal producto secretado por
los macrofagos. Se han descrito diversas actividades bioldgicas de esta proteina como lo son: la actividad
antibacteriana, la actividad antiviral y la actividad antiinflamatoria. Ademas, a la lisozima proveniente de huevo
también se le han descrito actividades antioxidantes y actividades antifungicas, asi como la potenciacion del efecto de
antibioticos (Carrillo, 2013).

La lisozima de huevo de gallina (HEWL) ha sido la mas estudiada, debido a que se presenta en una gran concentracion
(1-3g/L de clara de huevo), a su facil manejo, y a su posibilidad de purificacion por medio de cristalizacion en cloruro
de sodio (NaCl) al 5% a un pH de 9.5. Esta proteina se compone de una secuencia de 129 residuos de aminoacidos y
posee cuatro puentes disulfuro que le confieren una alta estabilidad. En el sitio catalitico se encuentran aminoacidos
necesarios para que se lleve a cabo la catalisis, los cuales son: Glu 35 y Asp 52 (Carrillo, 2013).

Aspergillus niger Bl es una cepa que se encuentra modificada genéticamente debido a que contiene el vector
G498:Lys, el cual se compone de una fusion de un fragmento de DNA de los primeros 498 codones de la glucoamilasa
de A. niger y una secuencia codificante de HEWL, mediante un sitio de escision endoproteolitico de tipo KEX2 (Jeenes,
etal., 1994).

La fermentacion en estado solido (FES) es un tipo de fermentacion que se caracteriza por llevarse a cabo sobre un
soporte solido, el cual posee un bajo contenido de humedad (limite inferior al 12%) y ocurre en estado no aséptico y
natural. La FES posee ciertas ventajas sobre otro tipo de fermentaciones debido a que produce una alta concentracion
de producto con un bajo requerimiento energetico, por lo cual, ha sido explotada para producir alimentos, combustible
y enzimas (Robinson, et al., 2001). Los soportes inertes que se han utilizado para la fermentacion en estado s6lido han
sido la amberlita IRA 900, el poliestireno, el uretano y el poliuretano (Dominguez de Luna, 2002).

Este proyecto se llevo a cabo con la finalidad de producir lisozima de huevo usando la cepa genéticamente modifica
B1 proveniente de Aspergillus niger, mediante el uso de fermentacion sélida con poliuretano.

El objetivo general fue producir lisozima de huevo utilizando la cepa 4. niger B1. Los objetivos especificos
consistieron en la reanimacion de la cepa de 4. niger B1 utilizando el medio de cultivo PDA (Agar-Papa-Dextrosa), la
produccion de una gran cantidad de esporas con el fin de inocular, la recuperacion y el conteo de las esporas obtenidas,
el cultivo de A. niger Bl para producir lisozima mediante fermentacion con base sélida inerte (poliuretano), la
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cuantificacion de la proteina producida, y la medicion de la actividad enzimatica de la lisozima producida en la
fermentacion.

METODOS Y MATERIALES

Para la reanimacion de A. niger B1 se prepararon 25ml de medio de cultivo PDA en un matraz de 125 ml y se esterilizo
a 121°C y 15 PSI durante 15 minutos. Posteriormente, la cepa A. niger B1 (la cual se encontraba en estado solido, en
polvo) se verti6 en el medio aun estando liquido, y se dejo incubar a 30°C durante 72 hrs. Cabe resaltar que la cepa se
encontraba en forma de polvo con el fin de preservarla; esto se logro utilizando leche descremada vy silica gel.

La produccion de las esporas se observo después de las 72hrs de incubacion, formando una capa gruesa de coloracion
negra en la superficie del medio.

Para la recuperacion y el conteo de las esporas se vertid una solucion de 25ml de Tween al 0.1% con un agitador
magnético (previamente esterilizados) en el matraz que contenia las esporas; el agitador magnético sirviod para separar
las esporas de las hifas. La solucion que contenia las esporas se dejo agitar durante 3 minutos sin crear espuma.
Después, se diluyo una cantidad de 250l de la solucion de esporas en 25ml de agua destilada y se utiliz6 la camara
de Neubauer para la cuenta, donde se obtuvo la concentracion de esporas por mililitro de la solucion, mediante el uso
de la siguiente ecuacion:

(N° de esporas totales)(25)(FD)(1)(10%)
N° de cuadros contados

N° de esporas/ml = (1)
El cultivo de 4. niger B1 para producir lisozima se llevo a cabo utilizando poliuretano. El poliuretano fue previamente
cortado en cubos de Smm, lavado 2 veces con agua hirviendo, y secado en horno a 70°C durante 4-12hrs. Se prepar6
un medio especial para verterlo en los 5 matraces que contenian el poliuretano (1g de poliuretano por cada matraz). El
medio estaba compuesto de almidon (50g/L), NH,4Cl (21.8g/L), sales de Cove (X1), KCI (2g/L), MgSO, (2g/L) y
KH,PO, (6g/L). El medio (previamente esterilizado) se inoculé con la solucion de esporas (1x107 esporas/g de fuente
de carbono), y se vertieron 25ml de éste a cada matraz. Los matraces se dejaron incubando a 30°C durante 72 hrs.

Para la cuantificacion de la proteina se prepard un buffer de fosfatos a un pH de 6.7 a 0.1M. Los fosfatos utilizados
fueron el fosfato de potasio y su sal derivada. Después de la incubacion de 72hrs para que se llevara a cabo la
fermentacion, los matraces fueron vertidos con 10ml del buffer y se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Utilizando una jeringa de 60ml, el poliuretano se exprimi6 en tubos Falcon y se usé el método de Bradford
descrito en los protocolos Sigma®.

Para determinar la actividad enzimatica de la lisozima se realizo el ensayo enzimatico utilizado por Archer, D. B.,
Jennes, D. J., MacKenzie, D. A., Brightwell, G., Lambert, N., Lowe, G., Radford, S.E., Dobson, C. (1990), sin
embargo, hubo una modificacion en el rango con la finalidad de que estuviera en éste la cantidad de lisozima producida.

RESULTADOS Y DISCUSION

A lo largo de la estancia de verano se llevaron a cabo cuatro lotes debido a que no existia crecimiento, o no habia
crecimiento suficiente de 4. niger B1 en los matraces con poliuretano y medio de cultivo para poder realizar la
cuantificacion de la proteina y el analisis de actividad enzimatica.

En el primer lote, no se observo la presencia de crecimiento de 4. niger Bl, por lo que se revisé a detalle el
procedimiento hecho con anterioridad hasta ese punto, y se detectd que el medio de cultivo no contenia tres elementos:
cloruro de potasio (KCl), sulfato de magnesio (MgSO,) y fosfato de potasio monobasico (KH,POy,). El potasio, el
magnesio y el fosforo son componentes esenciales en el medio de cultivo de 4. niger B1 para producir lisozima, debido
a que son componentes elementales en hongos. Alicia Hernandez (2003) sefiala que el potasio es el 2.50% (p/v), el
magnesio es el 0.30% (p/v), y el fosforo es el 1.70% (p/v) de peso en seco de este organismo. Ademas, afirma que
“Aspergillus niger si se le restringe el suministro de hierro, cobre, manganeso y fosfato; se limita la reproduccion del
hongo.”

En el segundo lote, se llevo a cabo la preparacion del medio de cultivo con los elementos faltantes del lote anterior,
sin embargo, a pesar de que hubo crecimiento, el crecimiento fue minimo. Se revisé de igual manera que todo se
hubiera realizado correctamente, y se observo que la incubadora se encontraba descalibrada, marcando una temperatura
de 34.4°C. La temperatura para que crezca este tipo de hongo es de 30°C, como lo dice Rubio (2014) “Su temperatura
optima de crecimiento esta alrededor de 25-30°C (temperatura similar a la ambiente), pero puede llegar a crecer hasta
una temperatura de 37°C”. Es debido a esto, que si existio un crecimiento de 4. niger B1, pero fue casi nulo.

En el tercer lote, se adecuaron las condiciones que estaban afectando el crecimiento del hongo en los lotes anteriores,
y se esperaba que hubiera un crecimiento optimo, a pesar de ello, no se pudo observar crecimiento de 4. niger B1.
Después de plantear las posibles respuestas a lo sucedido, se encontré que las tijeras utilizadas para cortar los cubos
de poliuretano no eran 100% de acero, puesto que éstas eran de acero inoxidable. Pichardo, ef al. (2012) nos sefala
que “Una formula de acero inoxidable muy utilizada es la que contiene 18/100 de cromo, 8/100 de niquel y 1.25 partes
de molibdeno”, mientras que Dursun, ef al. (2002) afirma que todas las concentraciones de cobre (II), plomo (II) y
cromo (VI) causan inhibicion del crecimiento de A. niger, y que este tipo de hongo es altamente sensible al cromo
(VD). El crecimiento de 4. niger B1 no se manifestoé puesto que las tijeras contenian cromo, y éste es toxico para la
cepa.

En el cuarto y tltimo lote se volvid a presentar poco crecimiento, pero éste era suficiente para llevar a cabo los analisis
de cuantificacion y medicion de la actividad enzimatica de la proteina producida. El pH medido, despu¢s de obtener
la solucién contenida en el poliuretano, fue de 2.65. Lo anterior puede deberse a la produccion de acidos organicos,
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principalmente de acido citrico, puesto que A. niger es capaz de producirlo a un pH de 3.00 pero su produccion dptima
es de 2.0 segun lo sefiala Andersen, et al. (2009).

Tabla 1. Crecimiento de Aspergillus Niger B1

No. de Lote Crecimiento de A.
niger B1
1 -
2 X
3 _
4 X

El promedio de la produccion de la proteina fue de 7.72mg/L, lo cual es relativamente poco, debido a que Jeenes, et
al. (1994) afirma que se puede producir hasta 70mg/L de lisozima. Ademas, se sabe que A. niger es uno de los hongos
mas empleados para la secrecion de proteina por sus caracteristicas, como lo sefala Izarra, et al. (2010) “Aspergillus
niger es uno de los microorganismos mas utilizados en la produccién de enzimas industriales principalmente por sus
altos niveles de secrecion de proteina.”, principalmente A. niger Bl puesto que esta cepa contiene un péptido de
activacion, con un sitio de corte para una proteasa tipo KEX2 que genera que se puedan producir niveles altos de
produccion de la proteina, asi lo afirma Pallas (2007) “Una estrategia comun en la expresion heterdloga es la
construccion de genes quiméricos con una porcion 5’ de una proteina fingica que se expresa a una tasa de transcripcion
y traduccion alta, separada de la proteina de interés por un sitio sensible a la proteasa KEX2, logrando niveles de
produccién muy altos.”

La actividad enzimatica fue de 3.39x10° U/pg proteina, la cual también es baja si se compara con los resultados
obtenidos por Archer, et al. (1990) donde se sefiala que se pueden obtener 83+6.6 U/ug proteina. El hecho de que no
se haya presentado una buena cantidad de proteina y una buena actividad enzimatica puede deberse a la morfologia de
la cepa, como dice Barredo (2005) “Es muy importante que el indculo tenga la morfologia apropiada debido a que este
parametro puede determinar la cantidad de proteina secretada”.

Tabla 2. Cuantificacion y actividad enzimatica de lisozima

Cuantificacion de lisozima (mg/L) Actividad enzimatica (U/pg proteina)
7.72 3.39x10”

CONCLUSIONES
La baja cantidad de lisozima obtenida, asi como su baja actividad enzimatica se debe principalmente a que no hubo
suficiente crecimiento de Aspergillus niger B1. Algunos factores que pudieron haber influenciado en lo anterior, son
que la morfologia de la cepa no haya sido la adecuada, que hubiera la presencia de metales como el cobre, el plomo y
el cromo antes y durante el proceso de fermentacion, o que la temperatura de incubacion no haya sido la 6ptima. Es
importante conocer todos los factores que pueden influenciar en el desarrollo de la cepa, debido a que de esto depende
que se obtenga la proteina de interés en altas concentraciones. Cabe resaltar que, a pesar de no haber tenido grandes
concentraciones de la lisozima, si se logrd obtener cierta cantidad, lo que corrobora que Aspergillus niger puede
utilizarse para secretar proteinas de interés, sobretodo A. niger B1.
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EFECTO CARDIOPROTECTOR DEL OMEGA 3 EN EL PROCESO DE ISQUEMIA'Y
REPERFUSION EN UN MODELO DE CORAZON AISLADO DE RATA

Acevedo Diaz, Zaira Valeria' y Torres Tirado, José David>.
RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de mortalidad a nivel mundial, originando la necesidad de
nuevas estrategias preventivas y terapéuticas para disminuir su prevalencia. El omega 3 es un acido graso
poliinsaturado con efectos cardiovasculares como antiinflamatorio, antitrombotico, hipolipemiante y antiarritmico.
En este trabajo se evalud el efecto cardioprotector del omega 3 en isquemia y reperfusion, utilizando un modelo de
coraz6n aislado, evaluandose también la respuesta a la administracion intracoronaria de agonistas como acetilcolina e
insulina. Se encontrd que los efectos de isquemia y reperfusion disminuyen la contractilidad vascular y miocardica,
asi como la respuesta a los agonistas, mientras que el omega 3 protegio al tejido cardiaco de los efectos de la
isquemia, obteniéndose respuestas cercanas a un tejido sano.

Palabras clave: Omega 3, acetilcolina, insulina.
ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the first cause of mortality in the world, giving rise to research new preventive and
therapeutic options to reduce their prevalence. Omega 3 is a substance of interest, which has cardiovascular anti-
inflammatory, antithrombotic, lipid-lowering and antiarrhythmic effects. In this work we evaluated the
cardioprotective effect of omega 3 in ischemia and reperfusion process, using an isolated heart model, also
evaluating the response to intracoronary administration of agonist drugs such as acetylcholine and insulin. We found
that effects of ischemia and reperfusion decrease the vascular and myocardial contractility, as well as their response
to agonist drugs, being that treatment with omega 3 protected the heart tissue of the effects of ischemia, obtaining
very close responses to a response without ischemia.

INTRODUCCION

El grupo de enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en poblacion mexicana (INEGI, 2016),
las cuales han incrementado su prevalencia debido a inactividad fisica, obesidad e inadecuada alimentacion basada
en una dieta con un elevado contenido de grasas saturadas. De estas enfermedades, el infarto agudo al miocardio es
el de mayor incidencia (OMS, 2015), generando altos costos de rehabilitacion, tratamiento y hospitalizacion. El
infarto agudo al miocardio se caracteriza por un estado de hipoxia tisular miocérdica, durante el cual se acumulan
desechos celulares, se incrementa el didoxido de carbono, disminuye el oxigeno y se producen especies reactivas de
oxigeno que en conjunto afecta negativamente las funciones inotrépica y cronotropica del corazén, causando una
ineficaz contraccion cardiaca, reduciendo asi la funcion de bombeo ademas de un dafio endotelial importante.

Dentro de los problemas cardiovasculares se encuentran la isquemia la cual es una interrupcion en el flujo o
suministro sanguineo, en este caso del tejido cardiaco, ocasionando una disminucion en el aporte de oxigeno y dicho
aporte es insuficiente para satisfacer las necesidades metabolicas del tejido, lo que ocasiona una transiciéon de un
metabolismo aerdbico a un metabolismo anaerdbico. De este modo la reperfusion es la restauracion del suministro
sanguineo y por lo tanto del aporte de oxigeno al tejido cardiaco.

La isquemia es un proceso que puede ser reversible, pero de continuar se convierte en un proceso irreversible a tal
grado de ocasionar muerte celular y necrosis y llevar a problemas cardiovasculares muy graves.

A pesar de presentar etiologia multifactorial, es bien aceptado que la herencia y los habitos alimenticios son los
factores que tienen la mayor influencia para el desarrollo de dichas enfermedades. Debido a esto, la medicina se ha
enfocado en prevencion primaria de estas consistiendo en una alimentacion balanceada baja en grasas y
carbohidratos ademas de realizar actividad fisica regularmente, previniendo su desarrollo en poblaciones con un bajo
factor de riesgo, disminuyendo el riesgo de reincidencia en pacientes quienes ya las presentan y retrasar su aparicion
en personas con un alto riesgo de presentarlas. Una sustancia que se ha asociado a una menor incidencia de
problemas cardiovasculares es el omega 3. El Omega 3 pertenece al grupo de los acidos grasos poliinsaturados
esenciales, donde se encuentran el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA). La principal
fuente de éste grupo de acidos grasos es el pescado, como arenque, sardina, salmoén, albacora, higado de bacalao
incluso puede encontrarse en forma de suplementos comercialmente. La dosis de ingesta diaria recomendada por la
Federal Drug Administration de Estados Unidos de Norteamérica, que debe incluir la combinacién de EPA y DHA,
es de 1 gr/dia, mientras que la American Heart Association recomienda consumir por lo menos dos porciones de
pescado por semana (Roy y Le-Guennec, 2016).

El omega 3 puede formar parte de los fosfolipidos de la membrana celular, por otro lado se ha asociado que el omega
3 presenta muchas otras propiedades, destacando las propiedades de interés cardiovascular, como la antiinflamatoria,
antiarritmica (Endo y Arita, 2016), antitrombética e hipolipemiante (Adkins y Kelley, 2010).

Con la realizacion de este trabajo se pretende determinar la participacion del omega 3 sobre la contractilidad cardiaca
y vascular en un proceso de isquemia y reperfusion, el grado de alteracion a agonistas fisiologicos como insulina y
acetilcolina, comparando la respuesta obtenida antes y después de isquemia y reperfusion en un modelo de corazén
aislado de rata bajo la técnica de Langendorft.
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METODOS Y MATERIALES

Preparacion de ratas control y ratas con tratamiento
Para este trabajo, se empelaron 8 ratas Wistar macho obtenidas del Bioterio General de la Universidad Auténoma de
San Luis Potosi, en donde se aprobaron los procedimientos experimentales con animales.
Las ratas se mantuvieron durante tres semanas, una semana en aclimatacion a una temperatura de 26°C, ademas de
condiciones de humedad, ruido y ciclos de luz-oscuridad 12x12. Se administr6 alimento especial para rata y agua ad
libitum durante todo momento. Una vez que los animales alcanzaron un peso entre 300-400 gramos, se distribuyeron
en dos grupos: Ratas Control y Ratas en Tratamiento con omega 3, cada uno integrado por 4 ratas.
A las ratas bajo tratamiento se les administrd una dosis diaria de 0.5 ml de omega 3 por via oral, combinado con
vitamina E, obtenido de capsulas de una formulacion comercial durante un periodo de dos semanas.
Aislamiento del corazon de rata
Para la obtencion de los corazones de rata, éstas se anestesiaron a través de la administracion de 0.1 m1/100 g de peso
de pentobarbital sodico intraperitoneal, combinado con 10 UI de heparina sodica.
Después de mantenerse bajo respiracion artificial, se abrio el térax y se extrajo el corazoén junto con la porcion
ascendente del cayado adrtico y se perfundié de forma retrograda a través de la técnica de Langendorff, a un flujo
constante de 8 ml/min, con solucion Krebs-Henseleit (NaCl 127 mM, KCI 6 mM, CaCl, 1.8 mM, NaH,PO, 1.2 mM_
MgS0O4 1.2 mM, NaHCOs; 25 mM, dextrosa 5 mM, piruvato 3.3 mM, pH 7.4, 37°C, 95% de O,y 5% de CO5,).
Asi mismo el corazon se mantuvo bajo la aplicacion constante de pulsos cuadrados de 4.5 Hz, utilizando un par de
electrodos colocados en ambas orejuelas auriculares. Posteriormente se establecié un periodo de estabilizacion de 15
minutos antes de iniciar la administracion de los farmacos a utilizar en los experimentos.
Administracion intracoronaria de farmacos
Para la medicion y registro de la respuesta inotropica y cronotropica, después de transcurridos los 15 minutos de
estabilizacion, se administré un bolo intracoronario de 50 pl acetilcolina (Ach) (1x10™ M) e insulina (Ins) (20 UI)
humana recombinante rapida, permitiendo un periodo de 3 minutos de estabilizacion entre cada farmaco.
Enseguida se indujo un periodo de isquemia durante 10 minutos asi como un periodo de reperfusion de 10 minutos.
Posteriormente se procedi6 a administrar nuevamente 50 pl de acetilcolina e insulina para evaluar sus efectos
después de un proceso isquémico. De manera alterna se obtuvo la glucemia de cada animal, la cual fue medida con
un glucometro, utilizando sangre arterial proveniente de la aorta al momento de escindir el corazon.
Medicion de la Presion de Perfusion Coronaria y Presion de contracciéon del Ventriculo Izquierdo
La resistencia vascular coronaria fue determinada a través de la medicion de la presion de perfusion coronaria (PPC),
obtenida a través de un transductor de presion conectado a una rama de la canula de perfusion.
Los efectos inotropicos fueron determinados a través de la medicion de los cambios presentados en la presion de
contraccion del ventriculo izquierdo (LVP). Para ello, se coloco al final del catéter un balon de latex pequefio hecho
a mano y se introdujo en el ventriculo izquierdo a través de la auricula izquierda. El otro extremo del catéter se
conectd a un transductor de presion y el balon fue llenado con 0.2 ml de agua para crear presion diastdlica o
precarga. Los datos de contraccion ventricular y de presion de perfusion coronaria fueron obtenidos en el equipo
BIOPAC MP150 con transductores de presion no invasivo.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 3. %PPC de acetilcolina e insulina en Figura 4. LVP de acetilcolina e insulina en
ratas sin tratamiento de omega 3. ratas sin tratamiento de omega 3.
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En las figuras 1 y 2 se observa cémo los valores obtenidos del %PPC y %LVP después del proceso de isquemia, en
las ratas que consumieron omega 3, la respuesta farmacoldgica a insulina y a acetilcolina, fueron de semejante
intensidad a los valores control antes de la administracion farmacologica.

De forma contraria en las figuras 3 y 4, donde las ratas no recibieron tratamiento con omega 3, la respuesta
farmacolodgica a insulina asi como a acetilcolina fue menor, pues hubo un menor %PPC y %LVP después de la
isquemia, respecto a los valores control antes de la administracion de los farmacos, como respecto al control después
de isquemia, alcanzando mayores porcentajes en las ratas con tratamiento bajo omega 3.

En las figuras 5 y 6 se aprecia como en las ratas bajo tratamiento con omega 3, el %PPC y LVP, comparados contra
el control antes de isquemia y el control después de isquemia, los valores obtenidos son de la misma magnitud
después de la isquemia comparados con los valores antes de la isquemia, incluso hay valores de mayor magnitud.
Mientras tanto, en las figuras 7 y 8 se muestra como se ven afectados los valores del %PPC y %LVP, después de la
isquemia, comparados con los valores antes de la isquemia, pues existe una ligera disminucion en la respuesta
farmacologica, donde se alcanzan porcentajes mas bajos, en comparacion a las ratas con tratamiento con omega 3,
donde los porcentajes obtenidos son mayores, es decir, que el omega 3 mejora la recuperacion de la funcion cardiaca
después de la isquemia, resultados obtenidos en el trabajo realizado por el grupo de Abdukeyum, Owen y McLennan
(2008), quienes encontraron que el consumo de omega tres durante tres semanas, la isquemia de una zona cardiaca
especifica hacia el mismo efecto pero el area de tejido cardiaco afectado por la isquemia fue menor comparado con
las ratas que consumieron omega 6 y acidos grasos saturados, utilizando el modelo de corazon aislado de rata con
una duracion de 60 minutos, sin embargo en este trabajo se precondiciond el tejido con tres periodos cortos de
isquemia, lo cual genera cierta proteccion previa a la isquemia prolongada.
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Figura 7. %PPC de acetilcolina e insulina en Figura 8. %LVP de acetilcolina e insulina en
ratas sin tratamiento de omega 3, antes y ratas sin tratamiento de omega 3, antes y
después del periodo de isquemia después del periodo de isquemia

Los resultados de la figura 7 y 8 muestran como las respuestas farmacologicas desaparecen después de un periodo de
isquemia y reperfusion mientras que aquellos corazones que recibieron previamente omega 3 figura 5 y 6 presentan
respuestas ligeramente disminuidas comparada con el control, lo que muestra claramente la proteccion cardiaca
generada por el consumo del omega 3.

El grupo de Zirpoli, et al (2015), demostraron que la administraciéon aguda intraperitoneal de emulsiéon de omega 3,
en corazon aislado de raton, bajo el modelo de isquemia y reperfusion, mejord la fuerza de contraccion del
ventriculo derecho, después del proceso de isquemia-reperfusion, comparado con los corazones control, ademas el
tejido cardiaco danado fue menor, por otro lado los niveles de LDH fueron menores, en este trabajo comparado con
el nuestro, se adiciona el omega 3 durante el proceso de isquemia y reperfusion y es posible que el omega 3 como tal
este neutralizando las especies reactivas de oxigeno generadas mientras que en nuestros experimentos la
participacion del omega 3 es solamente de aquel que este incorporado en las membranas de las células cardiacas.
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Se encontr6 que en las ratas que recibieron tratamiento con omega 3, la respuesta farmacologica después del periodo
de isquemia, fue similar e incluso mayor a las ratas control, mostrando que el omega 3 posee un efecto
cardioprotector, al disminuir importantemente el dafio causado durante los 10 minutos de isquemia, tanto a nivel
vascular como a nivel miocardico. Por otro lado, en las ratas a las cuales no se les administro omega 3, después de la
isquemia, la respuesta farmacologica fue menor, pues los valores del %PPC y %LVP se encontraban debajo del valor
obtenido en las ratas control e incluso se pierde la capacidad de respuesta a los agonistas después de la isquemia.
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RESUMEN

El flaor es un elemento que podemos encontrar en distintas areas que involucran desde agua potable hasta el
flaor que se aplica de manera preventiva a caries dental. El flior se encuentra en conjunto con otros elementos
inorganicos de manera natural tales como el sodio y a su vez con materiales organicos como el etileno. A pesar
de sus multiples beneficios para mantener salud de manera preventiva, se ha investigado el efecto nocivo que
puede desarrollar a nivel sistémico a diferentes concentraciones, estas variaciones de concentracion pueden
estar indicadas por factores geoldgicos, provocando en las zonas de mayor prevalencia, una enfermedad
endémica conocida como fluorosis, la cual se produce por exposicion a largo plazo a altas concentraciones de
este elemento, presentandose como un padecimiento cronico, a nivel sistémico que afecta a huesos y la
pigmentacion de los drganos dentales. El objetivo de este estudio es documentar la apoptosis inducida por fliior
en el codigo genético de células.

ABSTRACT

Fluorine is an element that can be found in diferent areas that involve from the drinking water to the fluorine
that is applied preventively a caries. This element is in conjunction with other naturally occurring inorganic
elements such as sodium and once with organic materials such as ethylene. Despite its multiple benefits to
maintain health in the preventive way, it has investigated the harmful effect that can develop a systemic level
in our health to different concentrations, these variations of the concentration can be indicated by geological
factors, provoke in the zones of higher prevalence, an endemic disease known as fluorosis, which is produced
by exposing a long term to high concentrations of this element, presenting as a skull disease, a systemic level
that affects the bones and pigmentation of the dental organs. The objetive of this study is to document fluoride-
induced apoptosis in the genetic code of cells.

Palabras clave: flior, apoptosis, gen, osteoblastos, PCR, RNA.
INTRODUCCION

La fluorosis es una enfermedad sistémica que dafia huesos y que a su vez, en recientes investigaciones se ha
demostrado su repercusion en multiples sistemas. La fluorosis, se conoce como una pigmentacion presente en
los dientes, esto debido a los altos niveles de flior en agua de consumo de zonas determinadas; este no era
considerado un problema grave, debido a la falta de profundizacion en el tema en cuanto a sus repercusiones
sistémicas.

El objetivo de esta investigacion es demostrar no solo el ya conocido efecto nocivo de altas concentraciones de
fltor sobre los 6rganos dentales, sino dar a conocer datos especificos del dafio de este elemento a otro nivel,
por medio de una evaluacion genética especifica, y considerando procesos como la apoptosis que desencadena
la aplicacion de diversas concentraciones de fliior a células de hueso. Es importante mencionar que se conoce
como apoptosis al proceso ordenado por el cual la célula muere ante estimulos extra o intracelular, ésta es
fundamental en el desarrollo de 6rganos y sistemas, en el mantenimiento de la homeostasis del numero de
células y de defensa frente a patdgenos, si este proceso se altera produce graves malformaciones, defectos en el
desarrollo enfermedades autoinmunes, o neurodegenerativas. Una de las alteraciones sistémicas importantes
causadas por fluor es la fluorosis esquelética la cual es causada por altas concentraciones de fluoruro y esta
basada en la alta formacion de osteoblastos, que contribuyen a la rigidez de los huesos y articulaciones por lo
que se hacen propensos a fracturas y provoca dolor en las articulaciones. Las lesiones del esqueleto son
osteoclasticas y osteocondriticas, observandose condensacion y reabsorcion 6sea, periostosis y condostosis con
calcificacion y osificacion del sistema cartilaginoso (Fuentes, 2007).

La fluorosis esquelética tiene consecuencias mas serias y puede resultar de un prolongado consumo de agua
con altos niveles de flior, de 4 a 15 ppm. Un estudio realizado en el norte de Tanzania revelo6 una alta incidencia
de anormalidades en los huesos de sujetos mayores que usualmente consumian agua con altos niveles de fltor
(Fuentes, 2007). Los examenes radiologicos demostraron que los huesos son muy densos o esclerdticos y que
la calcificacion anormal es comun en los ligamentos intervertebrales, donde los tendones unen los musculos
con los huesos y en areas intradseas.



La principal ruta de absorcion del fluoruro es por el tracto gastrointestinal, aunque también puede entrar al
organismo a través de los pulmones (debido al fluoruro presente en la atmoésfera) y por la piel, aunque esto
ultimo sélo bajo condiciones muy especiales y sobre todo por contacto con acido fluorhidrico. La absorcion de
los fluoruros presentes en la dieta depende de la concentracion, solubilidad y grado de ionizacion del compuesto
ingerido (Gutiérrez & Vega, 2005). La concentracion de fluoruro plasmatico no estad controlada
homeostaticamente, sino que aumenta o disminuye de acuerdo con los patrones de ingesta de fluoruro. En
consecuencia no existe una “concentracion fisioldgica normal”, el nivel de fluoruro plasmatico en una persona
sana, en ayunas, que ha vivido durante un tiempo prolongado en una comunidad con agua de consumo fluorada
es aproximadamente 1 micromolar (0.019 ppm). En dreas cuyas aguas tienen niveles elevados de fluoruro hay
fluctuaciones diarias considerables en la concentracion plasmatica de éste. (Gutiérrez & Vega, 2005).

METODOLOGIA

Sobre un cultivo celular de osteoblastos (Figura 1.1), se aplico medio y tratamiento de fltor (fabla 1.1) después
de 10 dias de tratamiento se realiz6 extraccion de RNA.

Figura 1. 2

Figura 1. 1 Cultivo de osteoblastos

Tratamiento Células Medio Naf MOI

Control 100 4000 - -
MOI 100 - - 4000
1 100 3843 57 -
1.5 100 3815 85 -
3 100 3729 171 -
5 100 3615 285 -
10 100 3330 570 -

Tabla 1. 1 Tabla de contenido celular, tratamientos y medio.

Extraccion de RNA

Se agregaron 2 mL de “triple express”, para luego almacenar durante 8 min, posteriormente se agregaron 2 mL
de medio y se llevo a centrifugar por 10 min a 4°C, se descartd el material sobrenadante por medio de
decantacion y se agregd 1 mL de PBS, y se resuspendio.

Se anadié 1 mL de “trizol” (Figura 1.2) a cada tubo, se coloco en vortex 15 segundos y se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente, se afiaden 200 mL de cloroformo, con agitacién a mano por 15 segundos, procedimiento
en vortex por 2 min, se dejo reposar a temperatura ambiente de 2 a 3 min.
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Posteriormente se colocd en vortex y se centrifugd 12000g por 15 min a 4°C, separamos fase acuosa en tubo
eppendorf, se afladieron 500 mL de isopropanol al 100% (Figura 1.3) y se almaceno1 hr en hielo, se incubd por
10 min, posteriormente centrifugacion a 12000 g por 10 min a 4°C, eliminar sobrenadante y afiadir 1 ml de
etanol al 75%, se elimino el sobrenadante conservando el “pellet”. Se colocd la muestra en vortex para luego
centrifugar a 7500g por 5 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante, se seco el pellet de 5 a 10 min a temperatura
ambiente, se agregaron 50 mL de agua ultrapura y se incubd en bafio maria a 55-60°C durante 10 a 15 min.

Analisis de PCR

La técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa “PCR” es una técnica
que consiste en la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN especifico. Es necesario conocer la secuencia
del fragmento a amplificar (un gen, una parte de ¢l gen, una region no codificadora, etc.) lo cual consiste en
replicar el fragmento una y otra vez un mismo fragmento de ADN. Para esto se requiere de un tubo de ensayo
con la especia de objeto de estudio, a esto afiadir un par de oligonucledtidos que actien como cebadores para
la ADN polimerasa. La eleccion de estos oligonucleotidos (cebadores o primers) es crucial dado que han de
delimitar la region a amplificar. Ademas del ADN
y de los primers, es necesario afiadir al tubo de
reaccion los 4 tipos de desoxiribonucleotidos
trifosfatos (dNTPs) que componen el ADN
(dATP, dGTP, dTTP, y dCTP, son mezcla
equimolar de cada uno de ellos). Y finalmente
ADN polimerasa, capaz de resistir las elevadas
temperaturas a la que vamos a someter a nuestro
tubo de reacciéon. Esta ADN polimerasa es la
llamada Tag-polimerasa, aislada de la bacteria
thermus aquatics.

Figural. 4 Una vez que tenemos todos los componentes en

nuestro tubo de reaccion, tenemos que favorecer
de alguna forma que ocurra la sintesis de ADN favoreciendo la desnaturalizacion. Se permite el alineamiento
de los primers y facilita que la polimerasa lleve a cabo la sintesis de ADN utilizando como cebadores los
extremos 3 de los primers utilizados, asi la reaccion constaria de 3 pasos: 1) desnaturalizacion 2) alineamiento

3) extension
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La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es
una de las metodologias mas utilizadas en el laboratorio
(Figura 1.4). Mediante la electroforesis podemos  Figura 1.3

separar fragmentos de ADN y ARN en funcién de su

tamaflo, visualizarlos mediante una sencilla tincion, y de esta forma determinar el contenido de acidos nucleicos
de una muestra, teniendo una estimacion de su concentracion y grado de entereza. Podemos ademas extraer del
gel los fragmentos de ADN que sean de interés, para posteriormente utilizarlos en diferentes aplicaciones.
(Fierro Fierro). Para la elaboracion del gel se utilizaron 30 mL de TAE y 300 mg de agarosa, se calentd hasta
disolver, se dejo enfriar a temperatura ambiente y finalmente se agregé bromuro de etilio (5 mL). Se procedio
a colocar en cada pozo dosis unificada del PCR elaborado y posteriormente se realizé la lectura de resultados
tras exposicion a rayos UV del gel.

RESULTADOS

Se realiz6 una evaluacion de los siguientes genes: factor de necrosis tumoral (TNF), p53 también llamado
“guardian del genoma”, factor nuclear Kapa de células B (NFkb) y de proteinas activadas por mitdgenos
(MAPKSs) de las cuales se observo un aumento en concentraciones de 3 ppm en relacion al control, de p53 y
se observo una inhibiciéon de MOL, 1y 1.5. Y finalmente un ligero aumento en 5 y 10 ppm, en NFKB se
encontrd una inhibicioén proporcional con relacion al control, cifras mas constantes en TNF con un ligero
aumento en concentraciones de 5 y 10 ppm. Finalmente se observo una inhibicién en 1.5 y 3 ppm del gen
MAPKSs en cuanto a genes relacionados a la inflamacion frente a exposicion de diferentes concentraciones de



fluor (Figura 1.5).
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tratamientos 3 y 10 ppm al control,

en osterix el otro gen evaluado involucrado en formacion de hueso, tenemos inhibiciéon de MOI, 1 y 1.5 ppm,
finalmente Runx2 el gen clave asociado con la diferenciacion de los osteoblastos tenemos una disminucion de
todos los tratamientos principalmente de 1y 10 ppm

CONCLUSIONES

De manera general y preliminar se puede concluir que hubo una disminucién en concentraciones de tratamientos
de 1 ppm, 1.5 ppm y 3 ppm en la expresion de genes relacionados con la inflamacion y la apoptosis, haciendo
una excepcion con el gen p5S3 remarcando un aumento en concentracion de ppm con relacion al control y en
cuanto a expresion de genes relacionados con la formacion y diferenciacion de hueso tenemos resultados
similares en las concentraciones de 1, 1.5 y 3 ppm en este grupo también podemos incluir el medio osteoinductor
haciendo la excepcion en el gen osterix el cual presenta aumento por encima del control en el tratamiento 3
ppm al igual que el 5y 10 ppm. Con estos resultados podemos demostrar un avance significativo a nuestra
hipétesis a cerca del fliior y su afeccion a nivel sistémico en altas concentraciones, en este caso especificamente
con osteoblastos, de esta manera fomentar la continuacion de investigacion acerca del tema y permitiendo dejar
a un lado la idea de que el dafio causado por el flior es meramente estético.
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PROPIEDADES ELECTROQUIMICAS DEL COMPOSITO AIN/Mg

Alondra Zapata Flores ' y Josefina Garcia Guerra®
RESUMEN

Las propiedades de los materiales compuestos de matriz de aluminio reforzados con particulas ceramicas (AIN)
dependen de su microestructura, composicion, proceso de conformacion, tamafio y distribucion de las particulas
de refuerzo y grado de adhesion entre la matriz y las particulas. El comportamiento de resistencia a la corrosion
se evaliio mediante ensayos electroquimicos, empleando las técnicas de polarizacion de Tafel. Los resultados
preliminares muestran que la incorporacion de particulas de AIN a la matriz de aluminio mejora la resistencia
a la corrosion obteniendo potenciales mas positivos, con respecto a la aleacion. Asi mismo se observa que el
mecanismo de corrosion presente es por picadura

ABSTRACT

The properties of ceramic matrix reinforced aluminum matrix composites (AIN) depend on their microstructure,
composition, process of formation, size and distribution of the reinforcing particles and degree of adhesion
between the matrix and the particles. The behavior of corrosion resistance was evaluated by electrochemical
tests, using Tafel polarization techniques. Preliminary results show that the incorporation of AIN particles into
the aluminum matrix improves the corrosion resistance obtaining more positive potentials with respect to the
alloy. It is also observed that the mechanism of corrosion present is by pitting

Palabras Clave: material compuesto, corrosion, microestructura

INTRODUCCION

Los materiales compuestos son combinaciones macroscopicas de dos o mas materiales diferentes que poseen
una interfase discreta y reconocible que los separa. Debido a ello, son heterogéneos (sus propiedades no son las
mismas en todo su volumen). La gran mayoria de los materiales compuestos utilizados en la actualidad son
disefiados y “fabricados” por el hombre. Estan formados por una fase continua llamada matriz, puede ser
metalica, ceramica u organica, asi como una fase de refuerzo dispersa en la matriz y puede ser en forma de fibra
o particulas. Generalmente los componentes son distintos en propiedades, siendo uno ligero, rigido y fragil y el
otro suele ser tenaz y ductil. Las combinaciones en materiales compuestos pueden ser metal/metal,
metal/ceramico, metal/polimero, ceramico/polimero, ceramico/ceramico o polimero/polimero. La union de
estos materiales disimiles dara lugar a materiales con propiedades poco usuales como: rigidez, resistencia,
densidad, rendimiento a elevada temperatura, resistencia a la corrosion, dureza, o conductividad eléctrica y
térmica. En el caso de los compuestos de matriz metalica, los tipos de refuerzo se pueden clasificar en tres
categorias: fibras, whiskers o particulas. El uso de particulas como refuerzo tiene una mayor acogida en los
materiales compuestos de matriz metalica (CMM), ya que asocian menores costos y permiten obtener una
mayor isotropia de propiedades en el producto. Sin embargo, para tener éxito en el desarrollo de CMM se debe
tener un control estricto del tamafo y la pureza de las particulas utilizadas. Los refuerzos tipicos de mayor uso
en forma de particulas son: carburos (TiC, B4C), 6xidos (Si02, TiO2, ZrO2, MgO) y nitruros (AIN, Si3N4).
Sin embargo, en los ultimos aflos se han empezado a utilizar particulas de intermetalicos, principalmente de los
sistemas Ni-Al y Fe-Al.
METODOS Y MATERIALES

El material compuesto AIN/Mg fue obtenido empleando la técnica de infiltracion sin presion externa de la
aleacion AZ91E en preformas porosas (52%) de AIN (Ds;=3 pm) a temperatura de 850 °C y tiempo de 2 horas.
Adicionalmente los compoésitos AIN/Mg obtenidos fueron sometidos a tratamiento térmico (T6) a 530°C
durante 2.5h, seguido de un templado en agua y finalmente un envejecido artificial a 190°C por 12 h. Todos los
procesos fueron llevados a cabo en atmosfera controlada de Argon.

El comportamiento electroquimico de los compdsitos en medio salino (3.5% NaCl), fue evaluado empleando
las técnicas de OCP y la técnica de polarizacion Tafel a condiciones de £500 mV en funcion del potencial de
corrosion. Se utilizo una celda con arreglo de tres electrodos, como electrodo de referencia se empleo un calomel
(+ 0.241V vs SHE), como electrodo auxiliar se empled grafito y como electrodo de trabajo se emplearon
sustratos de material compuesto AIN/ Mg. El cambio microestructural, la morfologia y el aspecto superficial
de los compositos fue evaluada por microscopia electronica de barrido. Los ensayos se realizaron en un
potenciostato ACM GillAC. Figura la. Las probetas empleadas en los ensayos corrosivos fueron de aleacion
de aluminio y material compuesto con y sin tratamiento térmico AIN/Mg, de dimensiones 1x1x 2cm, las cuales
fueron metalograficamente preparadas con papel abrasivo de SiC grado 400, 600, 1000 y 2000, las cuales
fueron montadas en resina epoxica con un cable de cobre que nos permitio6 realizar las pruebas electroquimicas
véase la Figura 1b.
a)
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Figura 1 Potenciostato empleado y sustratos en resina

RESULTADOS

La distribucion de los constituyentes de un material compuesto, es lo que determina las propiedades de un
material, por lo que es de suma importanica caracterizar la microestructura. La figura 2a muestra La micrografia
SEM del compdsito AIN/Mg obtenido por infiltracion a 850°C durante 2h. Se aprecia la dispersion homogénea
de las particulas cerdmicas (fase clara) que se encuentra en una proporcion aproximada del 52% de particulas
de AIN en relacion con un 48% de la matriz metalica (fase oscura). Se exhibe que el composito presenta una
baja porosidad remanente, lo cual indica una completa infiltracion de la preforma y buena adhesion interfacial.
Confirmando la composicion quimica el analisis EDS de la figura 2b en donde se observa | sefial de elementos
quimicos tales como Mg, Al, N que pertenecen a los constituyentes del amterial compuesto.

a)
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Figura 2 Micrografia SEM de muestras del compuesto AIN/Mg (a) y analisis EDS (b)

Las propiedades electroquimicas evaluadas a partir de la técnica de polarizacion de Tafel se muestra en la figura
3, en donde se observan las curvas caracteristicas Tafel de estos materiales Es evidente que la rama anddica
consiste basicamente del proceso de disolucion del metal, la cual esta limitada por un proceso de transferencia
de carga, sin embargo al final de la curva, la pendiente anddica aumenta indicando la absorcion superficial de
productos de corrosion. En cuanto a la rama catddica se observa que el proceso de corrosion esta controlado
por la difusion del oxigeno. Como indicadores de una mayor resistencia a la corrosion de los compositos se
tienen los valores de E o € leorr, puesto que muestran un desplazamiento hacia una direccion positiva de sus
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valores, tal como se muestra en tabla 1. Asi mismo de acuerdo a los valores obtenidos de los parametros
electroquimicos se observa que en el medio salino de mayor pH, el proceso corrosivo se encuentra en una
regiéon de pasivacion, debido a la formaciéon de 6xidos que protegen o actian como barrera protectora de la
superficie. Especificamente la presencia de cloruros favorece la formacién de corrosion localizada aunado a
ello la disimilitud del par matriz-ceramico favorece la formacion una celda de aireacién diferencial. La figura
1b indica que el ataque corrosivo es de tipo localizada especificamente por picadura.
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Figura 3 Curvas Tafel en un medio NaCl de pH: a) 8 y b) 12 y ¢) Imagen de tipo de corrosién

Ademas se observa de las curvas que el potencial de corrosion es igual al potencial de picadura (Ecorr=Epic),
esto indica que todos los sustratos evaluados se corroen y se pican a un potencial igual al potencial de co-
rrosion cuando estos se polarizan anédicamente en presencia de cloruros. Este proceso corrosivo se presen-
ta principalmente como consecuencia de la dispersion de las particulas cerdmicas de AIN en la matriz de
aluminio, las cuales interrumpen la continuidad de la pelicula natural del 6xido de aluminio. Estos sitios
catodicos favorecen la reaccion de reduccion del oxigeno: (O_2+2H_2 O+4e”-L140OH”+) la cual produce un
aumento en la concentracion de iones OH- en la superficie. Esto favorece la disolucion de la pelicula defec-
tuosa de 6xido y como consecuencia la iniciacion de la picadura, debido al incremento de pH en las regiones
activas. Finalmente En la tabla 1 es posible observar que el mayor valor de velocidad de corrosion es para el
compuesto en el medio salino de pH 8. Este comportamiento puede ser atribuido a la ruptura de la pelicula
de productos de corrosion (pelicula pasivante) debido a la accién de los iones cloruro generando con esto un
incremento en la velocidad de corrosiéon. La disminucion de la velocidad de corrosion en los compositos AIN/
Mg en el medio alcalino, se atribuye a la presencia de 6xidos que recubren la superficie.



Tabla 1 Parametros electroguimicos Tafel

Muestra Eear loax Bc Ba MPY
my Alcm?
AIN/Mg (pH 8) -1.4807 1.9204x10 319.53 56.678 0.8741
AIN/Mg (pH 12) 1.4539 3.612x10°% 237.18 170.16 0.16375
CONCLUSIONES

El comportamiento de resistencia a la corrosion se evaliio mediante ensayos electroquimicos, empleando las
técnicas de polarizacion de Tafel. Los resultados preliminares muestran que la incorporacion de particulas
de AIN a la matriz de aluminio mejora la resistencia a la corrosién obteniendo potenciales mas positivos,
con respecto a la aleacion. Asi mismo se observa que el mecanismo de corrosion presente es por picadura.
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GENERACION DE MUTANTES EN EL HONGO PATOGENO Sporothrix
schenckii

Ana Delia Morales Requenes' y Héctor Manuel Mora Montes’

RESUMEN

Sporothrix schenckii es un hongo patdégeno dimoérfico y el agente etiologico de la esporotricosis humana y
animal. El hongo pertenece a la subdivision Deuteromycotina, clase hifomicetos, Por lo tanto, es necesario
trabajar en nuevas estrategias para la manipulacion genética del hongo para poder desarrollar alternativas
contra sus efectos patogenos.

En el siguiente reporte se hablara de un nuevo método de modificacion genética, donde en lugar de silenciar
un gen, lo mutaremos utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9, haciendo uso del plasmido pCRISPR/Cas9-U6-
1. Para llevar a cabo la transformacion del hongo se utiliz6 la transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

ABSTRACT

Sporothrix schenckii is a dimorphic fungal pathogen and the etiological agent of human and animal
sporotrichosis. The fungus belongs to the Deuteromycotina subdivision, class hyphomycetes. Therefore, it is
necessary to work on new strategies for the genetic manipulation of the fungus. To be able to develop
alternatives against the pathogenic effects.

In the next report, we will talk about a new genetic modification method, where instead of silencing a gene,
this will be mutated using the CRISPR/Cas9 technology, and the plasmidpCRISPR/Cas9-U6-1. To do the
fungal transformation the Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation was used.

Palabras Clave: Sporothrix, pathogen, pCRISPR/Cas9-U6-1, Agrobaterium, plasmid.

INTRODUCCION

Sporothrix schenckii se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y se pueden encontrar en el suelo,
asociado con la materia organica de la planta, agua y materia organica en descomposicion, entre otros. S.
schenckii produce colonias humedas con un aspecto membranoso y una superficie arrugada o doblada. Al
principio, las colonias son de color crema, mas adelante se ponen marrones de color gris oscuro y negro.
Durante el cultivo, las colonias pueden perder irreversiblemente su color oscuro, llegando a ser de color
blanco cremoso.

La proteina Gp70 es un antigeno importante y adhesina expresada en la superficie celular de estos hongos, y
puede tener un papel clave en la inmunomodulacion y respuesta del huésped. (Lacaz, 2002)

El sistema CRISPR/Cas9 consta de dos componentes: una sola nucleasa Cas9 y un ARN-guia Unico.
(Takayuki, 2015).

METODOS Y MATERIALES
Construccion de los vectores U6-1y U6-2 con sgRNA para gp70.

Se alinearon los oligonucledtidos para el sgRNA de la gp70 y los vectores se cortaron con la enzima BsmBI
y se incubaron por 3h a 37°C.

Se pusieron las ligaciones como se muestra a continuacion:

U6-1 U6-2
Buffer 1.0 ul 1.0 ul
T4 ligasa 1.0 ul 1.0 ul
Oligonucledtidoss 1.0 ul 1.0 ul
pBGgHg 2.0 wl 3.0ul
H,O 5.0l 4.0 ul

10.0 wl 10.0 wl

Se incubaron a 22°C toda la noche.

Transformacion de E. coli

Se hizo transformacion de E. coli y las células se sembraron en placas con medio LB con antibidtico y se dejo

incubando 12 hrs a 37° C. Las colonias que crecieron en las placas se inocularon en medio LB con antibidtico
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Cosecharon las células por medio de centrifugacion durante 5 min a 11000 rpm en micro tubo estériles.

Se elimino completamente el medio y resuspendidé con 50 ul de solucion I. Mezclo en vortex.

Se afiadi6 200 ul de solucion I y se mezcld invirtiendo el tubo suavemente 3 veces. Se incub6 en hielo 5 min.
Se agregd 150 ul de solucion IIT agitando en vortex. Se incub6 en hielo 5 minutos.

Se centrifugd 5 min y tomd el sobrenadante para colocarlo en un micro tubo limpio. Luego se anadieron
500 ul de fenol: cloroformo. Se mezcld en vortex.

Se centrifugd 5 minutos y tomo la fase superior para depositarla en un micro tubo nuevo.

Se Agregd 1 ml de etanol absoluto. Se agitd en vortex y centrifugd por 5 min a 1100 rpm.

Se elimino el sobrenadante para agregar 500 ul de etanol al 70%. Se dio vortex y centrifugd por 2 min. (se
repitid este paso solo 2 veces para asegurar el lavado).

Se corri6 en gel de agarosa al 0.8% con BrEt a 90V por 45min.

Clonacion de U6-1 y U6-2 en el vector pPBGgHg.

Restricciones:
U6-1 4.0ul U6-2 4.5ul
Buffer 5.0ul Buffer 5.0ul
Tango Tango
BsmBl1 2.0ul BsmBl1 2.0ul
H,0 39.0ul | H,O 38.5ul
50.0ul 50.0ul
PCR
Se realizo una PCR con pCRISPR. Las condiciones fueron:
Buffer 2.5ul
MgCl, (25mM) 1.5ul
Dntp (10mM) Sul
Taq DNA 2ul
polimerasa
Oligo D 1ul
Oligo R 1ul
DNA molde lul
H,0 17.3ul
25ul

Incubar en el termociclador con las siguientes condiciones:
1 minuto a 94°C- Desnaturalizacion.

30 segundos a 55°C — Hibridacion

40 segundos a 72°C — Extension

30 ciclos.

Transformacion de Agrobacterium

Se afiadid el plasmido a las células de Agrobacterium, se congelaron con nitrégeno liquido, se les dio un
choque térmico a 37°C por 5 min. Se les adiciondé medio LB y se incubaron a 28°C a 250 rpm 3 horas. Se
pasoé a placas con medio LB y los antibidticos necesarios y se incubo a 28°C por 2 dias.

Se les extrajo pDNA y se corroboraron por PCR y restriccion con Hind III.

TRANSFORMACION mediada por Agrobacterium tumefaciens de S. schenckii

Preparamos el medio de induccidn, con y sin Acetoseringona. Se checo el crecimiento de las células de
Agrobacterium a D.O.gponm S€ ajustaron las células a una densidad de 0.2 con el medio de induccién y se
dejaron incubando por 4h. Se cosecharon los conidios de S. schenckii y se ajustaron a una concentracion de
1x10°el/ml. En cajas con medio YPD se coloco un celofan estéril y se afiadieron 100ul de los conidios y
100ul de células de Agrobacterium, se incubaron por 3 dias a 28 °C.

RESULTADOS
Clonacion de los oligos de sgRNA de gp70 en los vectores U6-1y U6-2
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4= 7000pb

4w 600pb
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Fig.1 Comprobacion por PCR de las clonaciones previamente hecha. En los carriles 1,2,3 y 4 podemos ver la muestra
con el vector U6-1. Mientras que en los carriles 5, 6. 7y 8 vemos las muestras con el vector U6-2.

Clonacion de las construcciones U6-1 y U6-2 en el vector pBGgHg

750pb
4w 600pb
500pb

Figura 2.Corraboracion por PCR de la clonacion en el vector pBGgHg . En el carril 1y 2 que son nuestras clonaciones
con U6-1 podemos observar las construccion con e.coli y con pBGgHg que son positivas, al igual que en el carril 3 solo
que este con Ub-2.

Transformacion de Agrobacterium con las construcciones en pBGgHg

4= 600pb

Figura 3. Comprobacion por PCR y con HindIII. En los carriles del 1-8 tenemos DNA plasmdtico de Agrobacterium en
los cuales solo en 3 carriles que son 1, 3 y 8 nos dieron el resultado deseado, ya que en en 2 tiene baja concentracion y
en los demds fue nulo.

Transformacion mediada por Agrobacterium de S. schenckii

En las siguientes imagenes se muestra el crecimiento de la AGLI y la muestra Agro8 c/s AS en cajas de
medio YPD unas con AS y otras sin, se colocaron un papel celofin en cada una y se aiiadieron las muestras
respectivas con medio de induccion y conidios de s. schenckii. Resultado después de ser incubadas por 3 dias.

*
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Figura 4.Agll1+AS Figura 5. Agll

Figura 6. Agro 8 +AS AFigum .gro 8

CONCLUSIONES
El estudio realizado para la generacion de mutantes de Sporothrix schenckii estd arrojando resultados
positivos. Anteriormente se habia silenciado una parte del gen. En cambio, en este trabajo de
experimentacion, se desarrolld una estrategia para su mutacion y con ello, una pérdida permanente de su
funcién biolodgica..
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AISLAMIENTO DE BEGOMOVIRUS EN PLANTAS PREVIAMENTE INFECTADAS
MEDIANTE BIOBALISTICA.

de la Vega Montoya Arturo' y Argiiello Astorga Gerardo Rafael’
RESUMEN

Ao tras afio los campos de cultivo se ven mas afectados por diversos factores, uno de suma importancia, los virus,
pues estos tienen la capacidad de infectar a un gran numero de especies de plantas y propagarse en muy poco tiempo,
danando gravemente muchos de los cultivos consumidos globalmente provocando su muerte, déficit de crecimiento
en plantas y frutos, amarillamiento, enrollamiento de hojas, etcétera. Se utilizaron distintas pruebas complementarias
para aislar dos virus del género Begomovirus de plantas previamente infectadas, con el proposito de que en un futuro
proximo facilite su estudio exhaustivo y mediante técnicas moleculares, se pueda crear resistencia en las plantas y un
modo de inhabilitar su actividad dentro de la célula, evitando asi su propagacion.

ABSTRACT

Year after year crop fields are affected by numerous factors, one of the more significant, virus, this transmissible agents
have the capacity to infect a large number species of plants and to spread out in a very short time, damaging seriously
lots of the crops consumed worldwide causing its death, slow plant and fruit rate growing, yellowing, leave enrollment,
etc. They were used distinct complementary techniques to isolate two virus of the Begomovirus genus of previously
infected plants, with the main purpose to, in a near future, facilitate its exhaustive study and, through molecular
techniques, create resistant plants to virus and a discover a new way to disable its activity inside the cell machinery,
preventing its propagation.

Palabras Clave: Geminivirus, Begomovirus, Bemisia tabaci, PCR, Digestion enzimatica.
INTRODUCCION

La importancia del estudio de los virus en plantas radica en que estos afectan a muchos de los principales cultivos
alrededor del mundo que el ser humano consume diariamente. Segin Lopez (2002), nuestra mayor limitacion en el
tema es precisamente el conocimiento, ya que aiin se desconocen muchas caracteristicas de los virus que afectan, en
este caso, a los cultivos, muchas de ellas siendo dudas de como se transmiten de planta a planta por medio de sus
vectores. Los insectos son los vectores de transmision mas importantes para este tipo de virus. En la etapa de infeccion
de un virus hay dos fases: la primera, consiste en la replicacion del virus dentro de la célula huésped, la segunda, en
esparcirse a nuevas células sanas, llegando a diferentes partes del tejido de la planta y a nuevas plantas.

Este proyecto se baso6 en virus de la familia Geminiviridae, la cual posee un ADN circular monocateriano y unas
caracteristicas particulas pares isométricas distintivas de la familia, la cual se divide, de acuerdo a su estructura
genodmica y a la especificidad del vector, en el género Mastrevirus, Curtovirus y Begomovirus, siendo este Gltimo
nuestra area de enfoque y sobre la cual se llevaron a cabo los experimentos durante todo el verano. Los Geminivirus
son responsables de enfermedades en cereales, fibras y cultivos vegetales, incluyendo el de maiz, trigo, caia de azucar,
tomate, chile, tabaco, frijol, algodon, calabaza, remolacha y yuca. (Monsalve, Argiiello & Rivera, 2002). El género
Begomovirus es transmitido por insectos de la familia Aleyrodidae, insectos conocidos como “mosquita blanca”, los
cuales insertan su conducto de alimentacion en la hoja para chupar savia de la planta y consecuentemente transmiten
los virus que traen, causando grandes dafios en los cultivos. Morales expone (2004) que la principal especie de mosca
blanca que transmite virus es Bemisia tabaci. La mosca blanca adquiere los virus

'Universidad Auténoma de Coahuila, Facultad de Ciencias Biologicas, Ciudad Universitaria, Carretera Torreén-Matamoros Km. 7.5, C.P. 27000,
Torreén, Coahuila, arturomoontoya@hotmail.com

*Ivestigador titular “C”, Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica, A.C. (IPICYT), Division de Biologia Molecular, Camino a
la Presa San José #2055, Lomas 4a. Secc., C.P. 78216, San Luis Potosi, S.L.P., grarguel@ipicyt.edu.mx

de malezas o plantas cultivadas infectadas y después los transmite en unos pocos minutos a plantas sanas susceptibles.
Actualmente, América Latina ha sido la region mas afectada por el complejo geminivirus-mosca blanca, y lo ha sido
en términos del niimero total del nacimiento de nuevos geminivirus, del nimero de cultivos afectados y areas
agricultoras devastadas por estos patogenos. Curiosamente, los Geminivirus y B. tabaci habian coexistido en América
Latina por décadas, sin afectar las especies de plantas cultivadas (Morales & Anderson, 2001). El potencial de estos
virus y sus vectores para diseminarse en nuevas localidades e infectar nuevos hospedantes a nivel mundial es alarmante.
El diagnoéstico molecular se perfila como una herramienta valiosa que permitird el reconocimiento temprano de los
problemas que se asocian con estos patogenos y sus vectores. Por tanto, es necesario que la identificacion sea un
proceso permanente, ya que los nuevos complejos geminivirus-vector requieren cambios continuos en las estrategias
de manejo (Zuiiiga & Ramirez, 2002). Por eso es importante su estudio, conocer su sintomatologia tanto en plantas
como en sus vectores, si es que tienen alguno, su comportamiento y su manera de replicacion asi como los genes que
utilizan para ello, para poder expresar todas sus caracteristicas y manifestar sus reacciones, y con esto, podremos saber
cOmo interactian y a partir de ahi tratar de crear, mediante técnicas moleculares, algun tipo de control para limitar su
propagacion hacia otros cultivos sanos e inhabilitarle.
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Este trabajo se realizo con el fin de poner en practica algunas de las herramientas mas importantes y basicas para el
aislamiento de Begomovirus, obtener algunas ideas generales sobre este tipo de virus y su modo de accion, asi como
la sintomatologia que provoca en las plantas.

METODOS Y MATERIALES

El conjunto de técnicas, mencionadas en este reporte, fue creado por el laboratorio de biologia molecular de plantas
del IPICYT.

Extraccion de ADN de plantas Bemisia tabaci. Se utilizaron las siguientes variantes: dos plantas infectadas, una con
TYLCV y otra con PepGMYV (muestras control), y otras plantas de las que averiguariamos si estaban o no infectadas
(muestras problema). Primero, pesamos 50 mg de las hojas de c/planta, se molieron con ayuda de un pistilo, utilizando
nitrogeno liquido para facilitar la ruptura de las membranas celulares y homogeneizar el tejido vegetal. Después, se
agregaron 480 pl del Buffer de extraccion y se moli6 la muestra un poco mas. Se adicionaron 37.5 pl de SDS al 20 %
mezclando por inversion los tubos. Luego, se continu6 calentando la mezcla a 65 °C por 10 min., para después dejarla
enfriar hasta T.A. Se agregaron 94 ul de acetato de potasio y se mezclaron por inversion los tubos. Se dejo reposar en
hielo por 5 min. y posteriormente se hizo uso de la centrifuga a 13,000 rpm por otros 5 min. Se transfiri6 el
sobrenadante a un tubo nuevo y se le adicionaron 600 pl de fenol:cloroformo (1:1). Se mezclé con vortex y se
centrifugd la muestra a 13,000 rpm por 3 min. Se transfirié6 nuevamente el sobrenadante a un tubo nuevo (600 pl
aprox.), se le agregaron 10 pl de RNAsa a cada extracto y se incubaron durante 15 min. durante los cuales actud la
enzima a T.A, degradando el RNA existente. Cumpliéndose el tiempo, se le agregaron 600 pl de isopropanol,
mezclando por inversion hasta notar la precipitacion del ADN. En seguida, se coloco en hielo por 5 min., se sometio
a 13,000 rpm por otros 5 min y se lavo la pastilla con 400 pl de EtOH al 70%; se volvi6 a poner a 13,000 rpm por 3
min. Por ltimo, se elimino el sobrenadante, se dejo secar perfectamente en el termomixer y se resuspendio la pastilla
en 50 pl de TE, solubilizandose y teniendo proteccion contra la degradacion natural del ADN. Para comprobar que el
ADN se extrajo correctamente se realizo electroforesis, cargando los extractos en un gel de agarosa al 1% y se dejo
correr la camara por 1 hora y 15 min. aprox. a 75 V. Para finalizar, se dejo el gel tifiendo en bromuro de etidio por 30
min. y después se observdo en la computadora con ayuda de un fotodocumentador.
Amplificacion por PCR. Para llevar a cabo la preparacion de las muestras se siguieron las medidas de la Tabla. I;
para empezar con la reaccion en el termociclador para la amplificacion del ADN viral, se utiliz6 el programa Gemini
Mot, programa que viene con sus especificaciones en la Tabla.2, ya establecidas.

_Tabla. 1. Reaccion de PCR Tabla. 2. Programa para Begomovirus: Gemini Mot
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Donde los oligos 1 y 2, para las muestras con TYLCV, fueron DGRS For / YMAC Rev; mientras que para muestras
con PepGMYV, se usaron SL2150 For/ YMAC Rev. Para saber si nuestros resultados fueron correctos, se us6 un control
(+) dif. para cada tipo de virus y, un control (-), sin DNA. Se realiz6 electroforesis, bajo condiciones ya mencionadas
anteriormente, para comprobar la reaccion de PCR.
Ligacién o Clonacién. De inmediato, verificando que nuestra PCR sali6 bien, se hizo la ligacion del producto con un
Kit de ligacioén, que contiene nuestro vector de clonacion, el pGEM-T; se dejé incubando durante la noche a 4 °C.
Transformacion bacteriana. Primero, se sacaron del ultracongelador las células competentes de E. coli (cepa Top10);
se dejaron descongelar en hielo. Se les adicionaron 5 pl de c/ligacion y se mezclaron brevemente; dejando reposar en
hielo. Se transfirieron a 42 °C en bafio maria por 90 seg. e inmediatamente, fueron puestos a reposar en hielo. Después,
se les agregaron 250 ul de medio LB, se incubaron a 37°C en agitacion constante, usando un termomixer. Utilizando
la campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, se prepararon cajas Petri de LB con antibiotico
(carbenicilina), el cual fue anadido de manera que por ¢/ml de medio LB hubiera 1 pl del antibidtico, se distribuy6 por
toda la caja hasta secar usando un asa, se adiciond IPTG y Xgal, repitiendo hasta secar. Por 0lltimo, se inocularon cajas
con células que se esparcieron hasta secar. Se incubaron a 37 °C durante 18 hrs. aprox.
Minipreps — Extraccion de ADN plasmidico. Para comenzar, se eligieron de las cajas 10 colonias blancas aisladas
de las demas, cada una se incub6 en medio LB-Cb liquido aprox. durante 18 hrs. a 37 °C. Obteniendo biomasa, se
centrifugaron las muestras a 8,000 rpm., se les desecho el sobrenadante, se secaron y se resuspendio la pastilla en 100
pl de Sol. I (glucosa, tris y EDTA) mezclando con vortex. A continuacion, se le agregaron 200 pl de Sol. II (SDS y
NaOH) y se mezclaron por inversion hasta quedar translicida. Se le afiadieron 150 pl de Sol. I1I (Acetato de potasio y
acido acético), se mezclo por inversion y se dejo reposando en hielo. En seguida, se centrifugé a 13,000 rpm por 15
min. y el sobrenadante se transfiri¢ a tubos nuevos. Se le agregd RNAsa, y se incubd a T.A. Posteriormente se le agrego
EtOH, acetato de sodio y se mezclo; se dejo en hielo por 3 min., se centrifugé a 13,000 rpm y se elimino el
sobrenadante. Finalmente, se lavo la pastilla con EtOH, se centrifugo, se seco y resuspendi6 la pastilla en TE. Para
comprobar que las colonias  seleccionadas tenian el plasmido se realizd electroforesis.
Digestion simple con EcoRl, y doble con Eco-Hinfl. C/muestra se digiri6 simple y doblemente con las enzimas EcoRI
y Eco-Hinfl respectivamente. Para realizar las digestiones, se mezcléo ADN de la muestra, la(s) enzima(s), un buffer
especifico para la(s) enzima(s) y agua destilada estéril. Luego, se incubaron durante 2 hrs. a 37°C, en ambos casos. En
la digestion simple, se usé buffer EcoRl; en la doble se usé buffer 2.1, con los cuales ambas enzimas tienen una
efectividad y velocidad de reaccion muy proxima al 100%. Por ultimo, se hizo electroforesis con gel de agarosa del
1% para correr la digestion simple, y del 2.5% para la doble; dejando ambas correr por 1.30 hrs.

RESULTADOS
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La manera en que se expresaron los resultados fue por fotos de geles, producto de electroforesis, con el apoyo de un
fotodocumentador usando luz UV, a continuacion, en la Fig. 1, se presenta el resultado de la extraccion de ADN.

W bt aciteacs

Figura 1. Extraccion de ADN, 13-Jun-2017.

Como se puede observar en la figura 1, las muestras amplificadas por PCR fueron aquellas en que las bandas del ADN
se conservo y tifid de mejor manera en el gel, siendo estas las marcadas con azul. Al realizar dos extracciones de
c/muestra aseguramos una extraccion correcta de minimo una de cada una de ellas. En seguida, en la Fig. 2, se muestran
los productos de la reaccion de PCR.
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Figura 2. Productos de PCR, 14-Jun-2017.

Nuevamente, la reaccion se hizo dos veces por c/muestra. Se obtuvieron resultados correctos en ambos ya que, como
puede apreciarse en la Fig. 2, c¢/producto de PCR (ADN viral) amplificd con su respectiva combinacion de oligos,
especifica para TYLCV y PepGMV. Se usaron las muestras mas concentradas, marcadas con azul, para la siguiente
parte del procedimiento. La ligacion consistio en la incorporacion de nuestro fragmenta viral (obtenido en el PCR) al
genoma circular de un Vector o Plasmido, para después, en la transformacion, introducirlo en células E. coli para
cumplir un objetivo, la multiplicacion del plasmido viral. La transformacion consiste en introducir un DNA exogeno
(Plasmido-Virus) al interior de las bacterias (células competentes), Al desarrollarse las colonias lo suficiente, tomamos
muestras de aquellas que eran blancas, la distincion entre colonias se debe al componente Xgal, agregado al medio,
este se hidroliza formando un complejo azul que tifie a las colonias, estas son células que portan solamente el vector
de clonacion, mientras que las blancas, contienen el plasmido (vector + virus); la carbenicilina se utilizo para evitar
contaminaciones y eliminar células que no contengan vector, este ultimo da la resistencia contra el antibidtico. Para
verificar la eficacia de estos pasos se hicieron Minipreps, a los cuales se les realizo la electroforesis de la Fig. 3.
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Figura 3. Minipreps, 19-Jun-2017.

Como se ve en la Fig. 3, se observa un patrén principal en el tamafio de las bandas, esto indica que nuestro ensayo fue
correcto y sugiriendo que el virus se encontraba dentro del vector, para esto se compar6 el vector control (pGEM)
ubicado en el carril No 12 a comparacion de las muestras donde hay un aumento en el nimero de pb equivalente a la
suma del tamafio del pGEM-T y nuestro ADN viral. Las muestras indicadas con azul fueron seleccionadas para el
ultimo paso, la digestion, expuestas en la Fig. 4 y Fig. 5; las marcadas con rojo, fueron descartadas al presentar
unicamente el vector y, por tanto, su mismo tamafio de pb, apareciendo en su mismo nivel por debajo del patron
principal.
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Gel 1% (7 ul clu):
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Figura 4. Digestion con EcoRI, 20-Jun-2017. Figura 5. Digestion con Eco-Hinfl, 20-Jun-2017.

Finalmente, se realizaron dos digestiones y se compararon. La digestion simple, Fig. 4, se realiz6 para verificar si esta
presente nuestro inserto viral de aprox. 1,300 pb ademas se debe observar la banda del vector de 3,015 pb, ademas de
estas dos bandas muchas veces se observa una banda intermedia que corresponde a ADN que no se alcanzo a cortar.
Y la doble digestion, Fig. 5, se realizd para determinar si hay diferencias entre los patrones de digestion de nuestras
muestras y asi determinar si estd presente solo un virus o hay mas de un virus. Y como se ve las 3 tltimas muestras no
presentan una banda intermedia que si tienen las primeras. Ademas, se presentan diferencias en el bandeo en la seccion
baja; esto comprueba la existencia de dos virus distintos presentes en nuestras muestras problema.

CONCLUSIONES

El estudio de los virus en plantas es un area que se encuentra ya desde hace varios afios en estudio continuo, es necesario
crear técnicas para tratar de detener la propagacion de estos a nuevas especies de plantas, debido a su evolucion
constante e impedir su proliferacion mediante cultivos resistentes a los Begomovirus, asi como tratar su vector de
transmision, en este caso, la mosquita blanca. Para su estudio es necesario primeramente aislar muy bien el virus para
de ahi partir a otras pruebas mas avanzadas, como construcciones, con las que se podra cumplir el primer propdsito
planteado. Los resultados obtenidos fueron de muestras ya estudiadas por el laboratorio, con lo que nosotros pudimos
hacer una comparacion final con la literatura de su bitdcora, corroborando que los métodos fueron empleados de
manera correcta y los resultados finales salieron como se esperaban, obteniendo patrones virales iguales.
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RESUMEN

La situacion actual del planeta en ambitos ambientales es desfavorable, y aunque mucho se habla de tomar
acciones al respecto seguimos haciendo caso omiso y sobreviviendo en medio de la incertidumbre ambiental
en la que el actuar pensando en las consecuencias ambientales pasa a segundo plano.

En este trabajo de exploracion se busca identificar algunas de las representaciones sociales que tienen los
habitantes de Villa de Arista, entre ellos agricultores tanto de temporal como de riego, acerca del agua.

El trabajo se realizd por medio de entrevistas semi estructuradas en las que cada participante brind6 su
perspectiva y datos sobresalientes que nos permitieron tener un panorama mas amplio de la situacion actual
respecto a los usos del agua en los agricultores. Interesa sobre todo el como se percibe el paisaje local desde
una perspectiva micro-historica y de consciencia para los pobladores. De igual manera es importante recuperar
la prospectiva de los habitantes y el compromiso que se tiene respecto al agua en su entorno.

Lo anterior permiti6 llegar a una reflexion de la importancia que los agricultores le brindan a este recurso.
PALABRAS CLAVE
Representaciones sociales, Agua, Medio ambiente
ABSTRACT

The current situation of the planet in environmental areas is unfavorable, and although much is said about taking
action on this issue, we continue to ignore and survive in the midst of environmental uncertainty, in which
acting with environmental consequences in the background.

In this work of exploration, we try to identify some of the social representations that the inhabitants of Villa de
Arista, among them farmers of both temporary and of irrigation, about the water.

The work was done through semi-structured interviews in which each participant provided his perspective and
outstanding data that allowed us to have a broader picture of the current situation regarding the uses of water in
farmers. It is interesting above all how the local landscape is perceived from a micro-historical perspective and
of conscience for the inhabitants. Likewise, it is important to recover the foresight of the inhabitants and the
commitment that has to the water in their environment.

This allowed us to come to a reflection of the importance that farmers give to this resource.
KEY WORDS
Social representations, water, environment.
INTRODUCCION

Los recursos hidricos juegan un papel clave en la reduccion de la pobreza, el bienestar econdomico y la
sustentabilidad ambiental, incide en cuestiones que afectan a la seguridad alimentaria y energética, la salud
humana y al medio ambiente. Es un tema prioritario en la agenda de desarrollo econdémico de cualquier pais y
de manera permanente, pues la sobreexplotacion de este recurso compromete el destino de las poblaciones.

Se entiende que para lograr el uso sustentable del agua se debe actuar desde los contextos locales,
comprendiendo que la cultura juega un papel primordial en la relacion de los seres humanos y el medio natural,
por eso, interesa la percepcion de los individuos del area en cuestion sobre el tema, se pretende realizar un
estudio exploratorio sobre las representaciones sociales sobre el agua en el municipio de Villa de Arista.

Las entrevistas se realizaron a agricultores de temporal, entendiendo, el sistema de riego de temporal como un
“sistema de produccion que depende del comportamiento de las lluvias durante el ciclo de produccion y de la
capacidad del suelo para captar el agua y conservar la humedad. Estas particularidades le confieren
incertidumbre en sus resultados y se prevé que los efectos del cambio climatico en la produccion de temporal
incrementen mas esta incertidumbre. Normalmente los cultivos de temporal se ven afectados por escasez y/o
retraso de las lluvias y en ocasiones por exceso de agua.” (Mrtinez Ruiz, 2011)

Se entrevisto también a agricultores que gozan de sistema de riego. Cabe mencionar que en el altiplano
potosino-zacatecano existen cinco diferentes sistemas de riego. 1) por gravedad de presas de almacenamiento
2) por gravedad de acuiferos subterraneos a través de galerias 3) por bombeo superficial 4) por bombeo
profundo y 5) con aguas negras domesticas e industriales. Villa de Arista en particular pertenece al riego por
bombeo profundo. (Fortanelli Martinez & Aguire Rivera, 2000)
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Villa de Arista fue fundada en 1711 con el nombre de Jagiiey. Municipio con 78 localidades de las cuales 73
cuentan con menos de 500 habitantes, en ellas predomina el clima semi-arido, ademas de que en cuanto a su
hidrografia no existen corrientes superficiales de agua, por lo que la unica alternativa es la explotacion de
mantos acuiferos para el abasto de agua.

Entre sus principales actividades productivas se encuentran:

e Agricultura.- en la cual sus principales cultivos son el jitomate, chile, maiz y frijol; la comercializacion
se destina al autoconsumo y cuando se tienen excedentes se destina al comercio local o hacia la misma
region.

*  Ganaderia

e  Silvicultura

* Industria manufacturera

*  Comercio

*  Servicios

(Rodriguez Celia, s.f.)

Al ser la agricultura una de las principales actividades de Villa de Arista se procedi6 a la investigacion en este
sector.

Problema de investigaciéon
Exploracion de las representaciones sociales de usos y practicas de los agricultores de Villa de Arista.
Objetivo

Identificar a nivel exploratorio, los elementos mas importantes en las representaciones sociales de agricultores
sobre el agua.

Objetivos especificos

- Identificar la percepcion del problema del agua y la agricultura en la vida cotidiana de los usuarios
- Registrar la memoria del pasado en la vida agricola de Villa de Arista (cambios y permanencias)
- Identificar la prospectiva de los usuarios en relacion a sus actividades y abastecimiento de agua

Poblacion
Agricultores de la comunidad del Valle de Arista en la cabecera municipal del municipio de Villa de Arista.
Marco tedrico conceptual

Representaciones sociales. El concepto de “Representaciones Sociales” entra a la escena de las ciencias
sociales a través de Serge Moscovici, quien retoma y reelabora la nocion de “Representacion Colectiva”
propuesta por Emili Durkheim (Jodelet, 1986).

La Teoria de las Representaciones Sociales trata acerca de como las personas se apropian de los conocimientos
e informaciones que circulan en la sociedad, es decir, sobre como se construye el conocimiento comin a través
del permanente dialogar de la vida cotidiana (Banchs, 2007).

Las Representaciones Sociales funcionan como un sistema para interpretar la realidad, una guia para la accion
que orienta los comportamientos y las relaciones sociales y un sistema de pre decodificacion de la realidad que
determina un conjunto de expectativas, anticipaciones y prescripciones (Abric, 2001). Son una forma de
pensamiento social que da lugar a una modalidad de conocimiento particular —el saber del sentido comun- el
cual permite interpretar la realidad, clasificar los acontecimientos de la vida cotidiana, comprender y dominar
el entorno y construir teorias para explicar los hechos que componen nuestro mundo y “constituyen modalidades
de pensamiento practico orientadas hacia la comunicacion, la comprension y el dominio del entorno social,
material e ideal” (Jodelet, 1986, pag. 474)

En varias partes del mundo se ha utilizado la teoria de las representaciones sociales para estudiar las
tematicas ambientales. En Latinoamérica, el profesor Marcos Reigota (2009), consideré que dada la
diversidad de concepciones existentes sobre el concepto de ambiente, era fundamental caracterizar las
representaciones existentes a su alrededor, para a partir de alli diseflar propuestas de intervencion
educativas. Por ello, propuso clasificar las representaciones sociales sobre el ambiente de la siguiente
forma:

* Representacion naturalista: Se caracteriza por enfatizar los aspectos naturales, en ocasiones mezclando
conceptos de la ecologia

» Representacion globalizadora: Se caracteriza por las relaciones reciprocas entre ambiente natural y
sociedad.

* Representacion antropocéntrica: Se caracteriza por el empleo de los recursos naturales como garantia de
la sobrevivencia humana (Reigota, 2009)

Marco Metodologico

Este ejercicio de investigacion es de corte cualitativo con un enfoque inductivo, realizado a 4 usuarios de la
cabecera municipal de Villa de Arista en el estado San Luis Potosi, el principal método de recoleccion de
informacion fue la entrevista no estructurada y semi-estructurada.
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Se obtuvo acceso a la comunidad por parte de miembros del consejo de cuenca del altiplano. Dos de los
entrevistados, E2 y E3, se encontraban en una reunion del consejo de agricultura sustentable. Ambos agricultores
cuenta con sistema de riego. El entrevistado E4, es agricultor de temporal, fue citado para realizar la entrevista
en las oficinas del Comité Técnico de Aguas (COTAS) “Valle de Arista”.

La primera entrevista (E1) fue no estructurada, transcurri6 durante una platica en el lugar del desayuno y brindé
datos importantes como actividades que alternaban a la agricultura 40 afios atrds, métodos de siembra, asi como
usos que se le daban principalmente al agua, ademas de proporcionar una perspectiva de un agricultor de
temporal de mayor experiencia.

Posteriormente a las entrevistas se recurrio a un analisis por categorias como se observa en la siguiente tabla.

Eje Categoria Indicadores

Representaciones sociales del agua en
agricultores

Usos del agua

Principales actividades

Cambios y permanencias en el paisaje

Relato pasado, presente

Prospectiva en usuarios acerca del agua

Consecuencias

Responsabilidad en el cuidado del agua

A quienes identifican como actores con

posibilidades de cambiar condiciones
desfavorables, tanto econémicas como
ambientales.

Tabla 1. Distribucion de los ejes y categorias de analisis, elaboracion propia.

A continuacion se presenta una parte de las entrevistas que se trabajaron en la investigacion y que continian en

la etapa de codificacion de los elementos significativos para trabajar las Representaciones sociales sobre el agua
Categorias:

Usos del agua.

E1.- Su principal uso es para la agricultura, y haber sido sus tierras de temporal dependia de la lluvia, el agua
de pozo la refiere para consumo humano.

Inv.- /Y ahi en el rancho de donde les llega el agua, hay algun pozo
Si hay pozo, si tenemos pozo para tomar agua...No, no falta el agua fijese
Inv.- ;Y la hierven?

Asi mejor, hervida no. algunos si la hierven, pero al menos yo no. asi fresquecita. Tenemos un tambo asi de
alto y sale mucha agua, una tina mds o menos regular llena de agua.

E2.- El principal uso que identifica es agricola; hace poca mencion del uso doméstico o de consumo.

Inv.- ;Qué beneficios cree que trae el agua?
Bueno, en el caso de nosotros la produccion, producir comida, producir diferentes... Diferentes rangos de
produccion en legumbres, mas que nada en legumbres

E3.- Mencion del agua en la agricultura, pozos para cultivo.

Inv.- ;Y para qué utilizan principalmente el agua, ahi en su casa?

E4.- Pues no, para banarse, para lavar ropa, osea detallitos

Y la que consumen es la embotellada, dice:

Si, si es la purificada, es la que se toma uno. Y la de la llave esa la utilizamos para el gasto
Cambios y permanencias en el paisaje.

Inv.- ;Ha cambiado la lluvia por ac4?

E1.- S{ mucho, ha cambiado mucho, porque a veces hay tiempo en que siembrany ya no llueve, antes o después,
casi nomas después, pos no, casi no, ya no esta como antes. Y los animalitos se acabaron por la sequia, se
acabaron los burritos, se acabaron las vaquitas, todo se acabd, nosotros también para alld vamos. (Risas)

Inv.- ;Entonces cambi6 el ciclo de las lluvias?

Si, mas antes llovia a su debido tiempo, y se sembraba y se alcanzaban las cosechas, se alcanzaban, habia los
lomillones grandes de pura mazorca, rastrojo y todo, y volviamos a sembrar y se alcanzaba.”

Inv.- ;Como lo observaba antes en cuanto al agua, llovia mas, habia areas mas verdes...?

E2.- Pues, e... esta zona es muy dificil de temporal, esta zona de Villa de Arista, de temporal es muy dificil, si
no tienes riego pos' muy riesgoso, tiene que tener su riego privadito, privao'.”

Inv.- Ademas de una permanencia en lluvias y paisaje, ;Se observaban mas... antes... rios, lagos...?



E2.- Yo pienso que esta igual, no ha mermado, porque los rios dependen de las lluvias, las presas y si, si hay
lluvias, ultimamente si hay lluvias torrenciales verda, pero como te digo para agricultura de temporal yo no lo
haria.

Inv.- ;Qué cambios hubo de cuando usted estaba chavillo?
E3.- ...llegamos a sacar 15 viajes diarios de jitomate, diarios...
Inv.- ;Y el cambio en el medio ambiente?

E3.- Mire, este... pues, hasta eso si ha mejorado mucho, porque por ejemplo ahorita la forma en la que se
manejan los cultivos ya son por, ya no son tan al ay se va.

Inv.- [el cambio en] Arboles, campo, lluvias, suelos...

E3.- La lluvia se nos ha escaseado, definitivamente, si hay diferencia pero siempre ha habido tiempos secos y
tiempos lluviosos. Ahora que los ranchos se estan preocupando de poner orden...

Inv.- ;Ha habido cambios por ejemplo, de cuando usted era niflo, a como estd actualmente, pues aqui Villa de
Arista, o el lugar donde usted naci¢?

E4.- No, pos si. Si, pues ya es muy diferente, se imagina yo naci en el 57, en aquellos aiios no habia pues casi,
ni casas aqui, habia muy poquitas, nomas la placita ahi habia unas 8 casitas. Era puro monte.

Inv.- Y antes batallaban mucho para el agua?

E4.- No, no se batallaba porque en aquellos tiempos era diferente, la agua se almacenaba en... aqui le
llamabamos tanques verdad, en las lagunas se llenaban de agua y de ahi se consumia para el gasto, de ahi
para los animales, para tomar uno, para... pues para todo, porque en aquel tiempo no habia ni purificadora ni
nada.

Inv.- ;Entonces se tomaba directo, como se sacaba de las lagunas se la tomaban?

E4.- ...habian pozos de cielo abierto, ... de ahi se las sacaban con cubetas, ellos le llamaban que un malacate,
y con un cable, se llamaban riatas, porque ha de cuenta que estaban muy largas, pues como de unos 80 o 90
metros. (...) Metian a un hombre para abajo, a limpiarlo, los limpiaban y luego ya.

Prospectiva de usuarios respecto al agua.

E1.- No se pregunta directamente pero ante la pregunta de las repercusiones en su vida cuando sacaban mucha
agua en otros ranchos que quebraron, contesto que no, que su pozo sigue igual, no estan conectados.

Inv.- En los proximos afios, las situaciones respecto al agua, jcree que vayan a mejorar, vayan a empeorar,
como lo ve usted?

E2.- Hm... Yo pienso que van a mejorar, si mejorar en todos los estados del pais, esta bien administrada el
agua, y no tiene ningun problema

Inv.- {Mds o menos en cuanto tiempo considera que van a mejorar?
E2.- No, yo considero un tiempo corto, inmediato, no es a largo plazo
Inv.- ;Usted cree que el agua no se va a acabar, del manto acuifero en el valle? ;O usted qué piensa?

E3.- Por lo menos nosotros no lo vamos a ver, pero yo creo que con esto que se estd haciendo [las reuniones,
propuestas y acciones de los gobiernos para la agricultura sustentable] pues va para largo

E4.- Pues yo pienso que si viera pasado ya hubiera pasado, ya tiene mucho esto del re-bombeo del agua, vamos
a ponerle, del 50... ya hay algunos pozos que todavia estdan con el mismo material desde que los pusieron, del
60, 70 y todavia estan los mismos pozos... pero ya solamente Dios es el que va a decidir... se supone que esas
son veredas que vienen del mar, y el mar siempre viene con harta agua, entonces esas veredas se escapan por
abajo de la tierra y estan continuas.

Responsabilidad en el cuidado del agua.

Inv.- ;Los pozos estan detenidos [referente a ranchos que quebraron]?

El.- Estan paralizados varios ranchos, por ese motivo mejor se fueron a otra parte, a trabajar a otra parte,
echaron a perder como quien dice las tierras y después se fueron por lo mismo, y ya después ya no tuvieron
con que pagar el dinero que sacaron de los bancos, y decidieron mejor irse a otra parte a trabajar con el
dinerito, y perdieron los ranchos, los bancos son los duerios de los ranchos, pero los bancos no son agricultores
ahi los tienen, ;jpero quién los trabaja?

191
I



192

Inv.- Y ahora que bajaron aca los pozos hasta abajo, ¢los de ustedes siguen iguales?

El.- Pues si se cayo uno pero hicimos otro que usamos para tomar agua y pues no se gasta mucho, para
agricultura no, para ese si se gasta mucha agua, y el que no la sabe administrar pues pierde mucho porque
gasta mucha agua.

Inv.- ;Qué responsabilidad tienen las empresas, las escuelas, el gobierno, o la comunidad, en cuanto a la
problematica del agua?

E2.- Bueno, pues la responsabilidad que ellos... las delegaciones son las que administran el agua, entonces
tienen mas responsabilidad...

Inv.- ;Y cual considera que es su responsabilidad con el agua?

E2.- Pues darle buen uso, darle buen uso. Y se le da buen uso, porque toda el agua que extraemos es para
cultivos, para cultivos productivos.

E3.- Vemos que la contaminacion si nos afecta, o sea tiene sus factores porque le digo, cuando llueve, las
plantas en lugar de ponerse mds bonitas se caen pa' abajo, y con la maya ya no, aunque la maya se moja, pero
el agua se filtra.

Inv.- ¢Y salinidad de la tierra? por los fertilizantes

E3.- Fijese que ahora con las nuevas tecnologias eso ya no es problema, o sea que como... hay mucho
mejoramiento de suelo, por ejemplo que la composta, los orgdnicos.

Inv.- Entonces, justed piensa que los “principales” tienen la obligacion?, ;o sea del cuidado del agua y todo
eso?

EA4.- Es el gobierno, si
Inv.- ;Y les hacen caso?

F4.- Si, pues nomas' se pone la queja, que hay este desorden en tal parte, que esta un tubo quebrado va y avisa
yya lo arreglan, que se esta tirando agua en tal parte, ya nada mas va uno y avisa y vienen y lo checan ellos.
Pues casi todo eso viene por parte de la presidencia, esa es la que da las ordenes para el cuidado del agua

(...) todavia estan los mismos pozos, entonces yo pienso que, bueno esperemos, que no, pero ya solamente Dios
es el que va a decidir

CONCLUSIONES.

Entre los usos que se le dan al agua, como agricultores el primer acercamiento y en mayor desabasto es en el
gremio agricola, y en general mencionan a los usos domésticos como minimos o “normales”. Algo sobresaliente
fue el que se utiliza en algunas familias el agua de pozo para consumo en el hogar, no se especificaron cuidados
en cuanto al tratamiento del agua en dos de los casos, sin embargo uno de ellos destaca tomarla directamente
del pozo sin cuidado alguno de bacterias o contaminantes en la misma. Esto como foco de atencion para las
autoridades en cuanto a sanidad del agua de los pozos para prevencion de posibles casos de enfermedades
relacionadas con esta actividad.

Se observa una identificacion en los cambios de clima, al asociarlo con el cultivo remiten lo poco factible de
una agricultura de temporal debido a estos cambios en las lluvias, al tener esa conciencia de la situacion acuden
a alternativas que les brinda la tecnologia lo que habla de una adaptacion en el cultivo de las tierras de los
agricultores.

El medio ambiente y el adecuado uso del recurso hidrico guarda una estrecha relacion a la produccion en la
agricultura provocando una certidumbre ambiental que se ampara con las nuevas tecnologias dejando a un lado
la responsabilidad personal con el cuidado del agua. Ademas de que al delegar esta responsabilidad a las
autoridades o instituciones que se encargan del control y abastecimiento del agua se deslindan de actitudes o
actividades que tengan como consecuencia la escases del recurso.

Cabe mencionar que ninguno de los entrevistados dio por hecho un futuro catastréfico o negativo al mencionar
el posible desabasto de agua, y por el contrario afirman la situacion mejorara ya sea por la buena administracion
de las instituciones que se encargan de proporcionar y distribuir el recurso o por el mejoramiento de las
tecnologias y ciencias que apoyan el sector agricola.
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RESUMEN:

Se compararon dos soluciones preparadas con cloruro de zinc e hidroxido de sodio que fueron mezcladas utilizando
un agitador magnético por un tiempo prolongado de 2 horas para formar un gel, a una de las soluciones se le agrego
etilenglicol en el proceso para comparar el comportamiento del tamafio de particula en el polvo de nanoparticulas de
oxido de zinc, los resultados obtenidos se muestran en el siguiente articulo. Las muestras obtenidas son
caracterizadas por un analizador de tamafio de particulas Malvern.

Palabras clave: Nanoparticulas, 6xido de zinc, etilenglicol

ABSTRACT:

Two solutions prepared with zinc chloride and sodium hydroxide which were mixed using a magnetic stirrer for a
prolonged time of 2 hours to form a gel were compared, one of the solutions was added ethylene glycol in the
process to compare the size behavior of particle in the powder of zinc oxide nanoparticles, the results obtained are
shown in the following article. The samples obtained are characterized by Malvern particle size analyzer.

Key words: Nanoparticles, zinc oxide, ethylene glycol

INTRODUCCION:

El 6xido de cinc es un compuesto quimico soluble en agua. Se le conoce también como blanco de cinc. Su formula es
(ZnO) y es poco soluble en agua, pero muy soluble en acidos. Se halla en estado natural en la cincita. Se caracteriza
por su color blanco, ademas de poseer una alta capacidad calorifica. El 6xido de zinc es el cuarto mineral con mayor
exportacion en todo el mundo. [1] El compuesto posee un peso molecular de 81,38 g/mol y una densidad de 5,606
g/ml. Su punto de fusion es de 1975 °C, donde comienza a descomponerse [3].

El 6xido de zinc se usa como pigmento e inhibidor del crecimiento de hongos en pintura, pomada antiséptica en
medicina, acelerador y activador para la vulcanizacion del caucho, pigmento protector de la radiacion ultravioleta,
también actiia como una capa protectora para el cinc solido, para que asi éste no se oxide facilmente por tener un alto
potencial de oxidacion.

Las principales aplicaciones del 6xido de zinc son en la industria farmacéutica, asi como también en la industria
metalurgica gracias a su solubilidad en el alcohol y en los acidos, ademas de poseer caracteristicas que permiten que
pueda ser mezclado para la formacion de aleaciones con otros metales. También se utiliza para la produccion de
componentes electronicos y para el recubrimiento de piezas de acero que son propensas a la oxidacion.

Otra de las aplicaciones del 6xido de zinc es en la industria cosmética ya se utiliza este compuesto como capa
protectora en la piel evitando la picazon y el ardor. Igualmente se ocupa como agente desodorante ya que elimina los
malos olores y las bacterias causantes de la sudoracion. Funciona como protector solar y como componente
regenerativo de la piel.

El 6xido de zinc en aplicaciones dentales es de gran ventaja en diversos campos vinculados al bienestar humano, por
ejemplo, en casos de la salud bucal este elemento quimico es usado en la elaboracion de cementos utiles en la
reparacion de piezas dentales. [2]

Algunos de los métodos para la sintesis de nanoparticulas son el método coloidal este método consiste en disolver
una sal de precursor metalico o del 6xido a preparar, un reductor y un estabilizante en una fase continua o
dispersante. [4]

Irradiacion con microondas la técnica de irradiacion con microondas produce nanoparticulas con una muy baja
dispersion de tamafo, aunque no siempre se logre un control preciso en la morfologia. Las microondas actiian como
campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar cualquier material conteniendo cargas eléctricas como las
moléculas polares en un disolvente o iones conductores en un soélido [6].
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Utilizacion de dendrimeros la sintesis de nanoparticulas también se ha llevado a cabo usando micelas, emulsiones y
dendrimeros como nanoreactores que permiten la sintesis de particulas de forma y tamafio definidos. Esto se logra
alterando la naturaleza de los dendrimeros. Los dendrimeros son moléculas altamente ramificadas, las que incluyen
un nucleo central, unidades intermedias repetitivas y grupos funcionales terminales [5].

Sintesis solvotermal con este se agrupan una serie de técnicas en las que un precursor metalico disuelto en un
liquido, en un recipiente cerrado, es calentado por encima de su punto de ebullicion, lo que genera una presion
superior a la atmosférica. El liquido habitual es el agua, y de ahi el nombre de sintesis hidrotermal; sin embargo, cada
vez van utilizando con mayor frecuencia otros medios liquidos: disolventes organicos, amoniaco liquido, hidracina,
etc., y tenemos entonces la sintesis solvotermal [7]

El método sol-gel es un proceso quimico en fase humeda utilizado en la ciencia de los materiales. Este método se
utiliza principalmente para la fabricacion de nanomateriales. Se parte de una solucion quimica o sol que actia como
precursor de una red integrada ya sea de particulas discretas o de una red de polimeros. Los precursores tipicos del
proceso sol-gel son los alcoxidos metéalicos y los cloruros metalicos, que sufren varias reacciones de hidrolisis y
policondensacion para formar una dispersion coloidal, que luego de una polimerizacion lenta forma un gel [8].

METODOS Y MATERIALES:
1.- Preparacion:

Para comenzar, se prepararon los reactivos a utilizar y el equipo de laboratorio necesario para realizar el
procedimiento, el procedimiento se realizé por duplicado. Se prepararon dos soluciones: La primera de ellas consiste
en una solucion a 0.1 M de hidroxido de sodio, en 200 ml de agua destilada con 0.7994 gr de hidroxido de sodio,
utilizando un matraz aforado y se agito hasta disolver el hidroxido de sodio. Para la segunda solucion, se necesito
una concentracion de 0.5 M en 100ml de agua destilada con 6.8135 gr de cloruro de zinc. Se utilizd un matraz
aforado y se agito hasta disolver el cloruro.

2.- Sol- Gel:

Para iniciar la técnica sol-gel, se realizo el montaje con un soporte universal, utilizando una pinza de agarre para
soportar una bureta graduada de 25ml, una plancha y un agitador magnético. Posteriormente, se agregd la solucion
de hidroxido de sodio en un matraz de un volumen de 500ml y se coloco sobre la plancha, tomando la temperatura
con el termometro cada cierto tiempo.

En seguida, el hidroxido de sodio se someti6 a un calentamiento en una plancha Daihan LABTECH por un tiempo de
20min, hasta llegar a la temperatura de entre 80°C y 90°C. Posteriormente se inicid una agitacion constante de la
solucion, con uso de la plancha y un agitador magnético de 3cm de largo, manteniendo una velocidad regular.

A continuacion, en la bureta graduada se agregd la solucion de cloruro de zinc, con la ayuda de un embudo para
evitar cualquier derrame de la solucién y se mantuvo en constante goteo por gravedad, aproximadamente entre 20 y
25 minutos, que fue el tiempo que tardo en precipitar toda la solucion de cloruro a la solucién de hidroxido.

Mientras el goteo se realizo, se incrementd la temperatura hasta los 98°C manteniéndola constante sin pasar los
100°C, se continuo con la agitacion magnética para incrementar la disolucion de ambas. En este paso se mantuvo la
solucion final por un tiempo de 15 min, con la agitacion y la temperatura indicada.

Fig. 1. Montaje de solucién de ZnO en agitacién magnética

Una vez terminado el goteo, la solucion resultante se mantuvo a una temperatura de 95°C, junto con la agitacion
magnética controlada durante un periodo de 2 horas. Con la finalidad de evaporar la mayor cantidad de agua
destilada, y asi poder obtener la fase gelificada. En este paso se le agrego a una de las soluciones 2 ml de etilenglicol.

Mas tarde, se generd una filtracion donde se extrajo del matraz el residuo de la solucion después de terminar el
tiempo de sintetizado, obteniendo una pasta blanca, la cual se coloco en papel filtro durante dos dias
aproximadamente, todo esto para dejar que terminara de pasar el exceso de agua que aiin contenia la solucion.
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Fig. 2. Resultado de la filtracion particulas de ZnO
3.- Medicion de tamafio de particula:
Se extrajo el polvo del papel filtro y se procedio a pesar la cantidad obtenida de NPs ZnO, después en dos recipientes
pequefios se agregd una cantidad minima de las nanoparticulas 0.0010 gr uno con las modificadas con etilenglicol y
las otras sin ello. Se lavaron las nanoparticulas con etanol y se procedi6 a realizar un sonicado en un equipo de
sonicacion Branson 1510 por 10 min, después se dejo sedimentar y poder tomar del sobrenadante una muestra y
poder analizarla en el aparato Malvern.

Fig.3. Analizador de tamario de particula Malvern

RESULTADOS:

La figura 4 nos muestra los resultados del tamafio de particula de la muestra obtenida sin agregar etilenglicol. Se
puede observar que el tamafio de particulas en este casos se encuentra en el rango de comprendido entre 396.1 y
615.1 nm . Se puede apreciar particulas en su mayoria con tamafos de 396.1 y 458.7 nm, mientras que en menor
cantidad se encuentran particulas de 615.1 nm.

Size Distribution by Intensity
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Fig. 4. Resultado de muestra 1 sin etilenglicol

La figura 5 nos muestra los resultados del tamafio de particula de la muestra obtenida agregando etilenglicol.
Podemos observar porcentajes en volumen muy parecidos para particulas de de 400 y 450 nm. Tambien obsevamos
alredor de 31% en volumen de particulas de 500 nm.
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Size Distribution by Volume
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Fig. 5. Resultado de muestra 2 con etilenglicol

CONCLUSIONES:

1. La manipulacion de las condiciones de sintesis permite el control racional del tamafio y la forma de las
particulas.

2. Eletilenglicol favorecio a aumentar el pocentaje en volumenes de particulas de 400 y 450 nm

Se observa un menor porcentaje en volumen de particulas de 500 nm.

4. Este es un estudio que continua desarrollandose, pues estan en le proceso de caracterizacion las muestras de
ZnO por drx, para corroborar el tamafio de particula.

w
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Resumen

En este trabajo se evaluaron las propiedades bioactivas antibacterianas y compuestos fendlicos de 12
extractos obtenidos de 6 especies de algas marinas recolectadas en las localidades diversas del mar.
La actividad antibiotica de los extractos se evalué mediante la aparicion de halos de inhibicion contra
bacterias Gram negativas (E. Coli y Bacillus subtilis ) en ninguno de extractos se presento halos de
inhibicion probablemente era muy poca la concentracion del extracto obtenido conforme a los
resultados concluimos que ninguna de nuestras algas presentaba actividad antibidtica o al menos no
para nuestras bacterias.

Abstract

In this work the antibacterial bioactive properties and phenolic compounds of 12 extracts obtained
from 6 species of marine algae collected in different localities of the sea were evaluated. The
antibiotic activity of the extracts was evaluated by the appearance of inhibition halos against Gram
negative bacteria (E. coli and Bacillus subtilis) in none of the extracts were presented halos of
inhibition was probably very little concentration of extract obtained according to the results we
concluded That none of our algae presented antibiotic activity or at least not for our bacteria.

Palabras clave: extractos , inhibicion , actividad antibidtica, bioactivas.

Introduccion

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por la busqueda de compuestos bioactivos en
organismos marinos .Numerosas revisiones sefialan a las algas como uno de los principales
productores de compuestos bioactivos , en algunos casos con estructuras moleculares no encontradas
en otros organismos , con posibles usos antibacterianos, anticancerigenos, cardiotonicos, antivirales,
antitumorales, antiinflamatorios y anticoagulantes entre otros.

Las algas marinas son una fuente inédita de productos naturales con propiedades antimicrobianas las
actividades, y relativamente pocos estudios han proyectado estos organismos polifiléticos para
posibles nuevos antibidticos

Se utilizan diversos ensayos para detectar la actividad antimicrobiana en extractos celulares de
microorganismos; Una de las mas populares de estos métodos es el ensayo de difusion de disco . Este
sencillo ensayo se basa en la difusion de los compuestos contenidos en el extracto celular desde un
disco de papel en agar que ha sido sembrado con una microbio objetivo. Los compuestos en el
extracto celular difunden el disco en el agar y sus concentraciones reducen exponencialmente con
distancia si los compuestos son antimicrobianos y estan presentes en concentraciones suficientes para
prevenir el crecimiento microbiano, una zona clara aparece alrededor de la placa después de que la
placa ha sido incubada para permitir el desarrollo de un césped microbiano de crecimiento en el

agar. Como resultado, el tamafo de la zona corresponde al antimicrobiano total

la actividad en el extracto celular y los datos de salida se consideran semicuantitativos. Ademas, los
resultados de la difusion del disco los estudios son faciles de interpretar y obtenidos tipicamente en
24-48 h.

En todos los ambientes naturales habitan multiples microorganismos de diversos tipos y actividad
fisiologica. Para efectuar el estudio de un organismo particular es necesario separarlo de la poblacion
mixta en la que se encuentra. Para tal fin se emplean técnicas de aislamiento que conduzcan a la
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obtencion de un cultivo puro. De manera general los métodos de aislamiento incluyen, separacion
fisica de los microorganismos mediante: diluciones seriadas y siembra por vertido en placa, siembra
por agotamiento.

Utilizacion de medios de cultivo selectivos y diferenciales, el aprovechamiento de caracteristicas
particulares de los microorganismos, tales como la formacion de esporas, el metabolismo anaerobio y/
o facultativo, la capacidad para utilizar sustratos poco comunes, etc. Para facilitar el proceso de
aislamiento y obtener mejores resultados, frecuentemente se emplean combinaciones de las técnicas
anteriores.

Los compuestos fendlicos los cuales son responsables del buen funcionamiento de las plantas y, en su
relacion con el hombre, son utilizados para tratar desordenes cardiovasculares y prevenir algunos
canceres. Poseen una estructura quimica adecuada para ejercer actividad antioxidante.

muestras

Para la elaboracion del presente estudio, se recolectaron 6 algas marinas . Las muestras botanicas
fueron desecadas, prensadas, tratadas, determinadas, rotuladas, y depositadas en el laboratorio 4 de
Biotecnologia y Bioingenieria Molecular del edificio alfa del instituto potosino de investigacion,
ciencia y tecnologia.

Materiales y métodos

Extraccién de compuestos fenolicos

Materiales:
1. 6 tipos de algas marinas
2. Alcohol al 60%
3. 14 tubos falcon de 50 ml
4. Vortex
5. Agua destilada
6. Centrifuga kitlab ck-12
7. Sindicador

Extraccion

1. Se extraen partes alicuotas secas de las algas con etanol acuoso al 60% y agua destilada.

2. Sonicar la muestra durante 30 minutos.

3. Centrifugar durante 15 min a 3500 rpm, 4 ° C.

4. Recoger el sobrenadante en una botella separada y volver a extraer el residuo dos veces en las
mismas condiciones que las mencionadas en los pasos 1 a 3.

199



200

1. Discos de papel de susceptibilidad a antibidticos de 6 mm de diametro.
2. Bacteria E. coli y Bacillus subtillis.
3. Agua destilada / desionizada.
4. Espatula triangular de acero inoxidable.
5. Forceps de metal
6. Placas de Petri estériles (9 cm de diametro, poliestireno).
7. Agar medios adecuados para el cultivo de los microbios de interés.
8. Pipeta y puntas estériles adecuadas para transferir hasta 20 uL de
liquido.

Preparacion de los discos con los sobrenadantes y probar (realizar en campana de flujo
laminado).

1) Autoclave los discos de papel, agua, agar, forceps (si se usa metal uno) y puntas a 121 ° C durante
15 min. A) La mayoria de los demasde los equipos se suministran estériles desde el fabricante o no
requieren esterilizacion.

B) El agar para el ensayo debe prepararse de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Instrucciones. Una vez vertido en placas de Petri (profundidad de aproximadamente 4 mm), las placas
se deben dejar secar con tapas a temperatura ambiente durante al menos 24-48 h.

C) Agregue 10 pL primero sobre los discos, espere a que el disco este completamente seco y
agregado otros 10 pL. Repita esta accion hasta que el disco contenga 30 pL. de sobrenadante

D) Conserve los discos preparados con los sobrenadantes a probar en las cajas de Petri de vidrio,
tapados, hasta que los vaya a usar.

2) Preparacion de los discos usados como control positivo y negativo (realizar en campana de flujo
laminar).

a) Para el control positivo, agregue 10 pL de antibidtico (ampicilina) sobre los discos y deje secar por
completo. Para el control negativo agregue 10 pL de agua destilada estéril sobre los discos y deje
secar por completo.

b) Conserve los discos preparados con los sobrenadantes a probar en las cajas de Petri de vidrio,
tapados, hasta que los vaya a usar.

3) Preparacion del inoculo. Una noche anterior al ensayo prepare en medio LB liquido un inoculo,
disolviendo una colonia en 5 mL de medio e incubandolos a 37° C y 200 rpm durante 24 horas
(realizar en campana de flujo laminar).

4) Preparacion de las placas de agar (realizar en campana de flujo laminar). a) Vaciar el agar dentro
de las cajas de Petri. Espere a que el agar solidifique y conservar a 4°C hasta su uso. b) Dividir las
cajas en seis secciones e identifique cada una de ellas, observe la figura. ¢) Plaquear (esparcir por
todo el agar) 80 a 100 pL del cultivo previamente preparado en las placas de agar. Deje que el agar
absorba el medio manteniendo las placas en la campana de flujo laminar.

5) Colocacion de los discos con antibidtico, agua destilada y/o sobrenadante (realizar en campana de
flujo laminar). a) Tome con una pinza estéril los discos a utilizar en el ensayo. b) Coloque dicho
disco exactamente en el medio de cada seccion, previamente identificada. ¢) Presione con suavidad en
el centro del disco con la pinza.




6) Incube las placas de agar con los discos a 37° C. Recuerde colocarlos boca abajo.

Resultados

Los resultado obtenidos fueron negativos ya que ningun disco con sobrenadante de algas presento
algtin halo antimicrobiano las bacterias e. coli y bacillus subtillis puedieron crecer de forma adecuada

sin ninguna dificultad observable y como era de esperarse en nuestros controles de ampicilina fue
notorio el halo antibacteriano

Conclusiones

Como conclusion podemos decir que nuestras algas no contaban con compuestos bioactivos para el
crecimiento antibacteriano o que nuestro método de extraccion y concentracion de sobrenadante no
fue el correcto.
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ESTABILIDAD DEL COLOREN EL TENIDO DE FIBRAS NATURALES CON
COLORANTES NATURALES

Gabriela Yvonne De La Pefia Elizondoly Gabriela Arroyo Figueroa2
RESUMEN

La contaminacion provocada por los efluentes de la industria textil ha generado interés en utilizar colorantes
naturales como remplazo a los sintéticos. El objetivo de este trabajo fue probar la estabilidad en el color en fibras de
lana y algodon tefiidas con colorantes extraidos de insectos y plantas. Las pruebas de solidez del color realizadas
fueron frote seco, lavado doméstico, lavado a altas temperaturas, acidos y alcalis, luz artificial. El color fue medido
con un colorimetro CR-400 HEAD, con la escala CIELab en las coordenadas *L, *a y *b; realizando un analisis en
el término AE. Los resultados obtenidos indicaron pérdidas de color minimas en la mayoria de las pruebas,
encontrandose favorable su aplicacion a escala industrial.

ABSTRACT

Pollution caused by effluents from the textile industry has generated interest in using natural dyes as a replacement
for synthetic ones. The objective of this work was to test the color stability in wool and cotton fibers stained with
dyes extracted from insects and plants. The tests of solidity of the realized color were dry scrub, domestic washing,
washing to high temperatures, acid and alkali, artificial light. The color was measured with a CR-400 HEAD
colorimeter, with the CIELab scale at the * L, * a and * b coordinates; Performing an analysis in the term AE. The
results indicated minimal color losses in most of the tests, and their application on an industrial scale was favorable.

Palabras Clave: Color, Estabilidad, Tefiido, Fibras naturales, Colorantes naturales

INTRODUCCION

La industria textil surgié en los inicios del desarrollo de la humanidad, las fibras naturales eran las principales
materias primas para la elaboracion de tejidos y prendas. La tincion es resultado de la combinacion de productos
quimicos o la afinidad fisica entre el tinte y la fibra del tejido. Actualmente se utilizan una gran variedad de tintes y
métodos de tefiido, que dependen de las fibras utilizadas y el producto deseado. Nuestros antepasados utilizaban
tintes naturales para dar color a las telas (Wang, 2006). Los colorantes o tintes son sustancias que se afiaden a
diversos materiales para cambiar su color de manera prolongada, existen varios métodos de aplicacion siendo la mas
utilizada su disolucién en solventes para facilitar su difusién en el material que se desea tefiir. Los colorantes se
clasifican en naturales y sintéticos (Paredes, 2002). Los colorantes naturales son sustancias quimicas que tienen la
propiedad de transferir color a las fibras y que provienen de plantas superiores como algas y hongos liquenes; de
algunos insectos, asi como de algunos organismos marinos invertebrados y se caracterizan por tener grupos que dan
color, llamados cromoéforos (Ojeda, 2012). Existen dos tipos de fibras textiles, las sintéticas y naturales ambos son
polimeros. Las primeras se obtienen por una reaccion de polimerizacion. Las naturales de origen vegetal estan
compuestas por celulosa mientras que las de origen animal como la lana estan formadas por proteinas (Garcia y
Solis, 2008). A partir de la Segunda Guerra Mundial los avances en la industria petroquimica condujeron a la
produccion de fibras y colorantes sintéticos que son utilizados hasta la actualidad, dejando atras las fibras y
colorantes naturales debido a su menor costo (Wang, 2006). Las aguas residuales de procesos de tefiido son un
problema para el ambiente y la salud tanto de animales como de personas que estan en contacto con ellas debido a
que los compuestos de degradacion de los colorantes y/o solventes son dafiinos y mutagenos para los seres vivos
(Garcia y Solis, 2008).

En la actualidad el uso de tintes naturales es una actividad que se utiliza en mayor parte para la produccion de
articulos artesanales (Martinez, 2013). Sin embargo, la preocupacion por la ecologia y proteccion del ambiente han
ocasionado que exista un gran interés en volver a utilizar los colorantes naturales ya que no son nocivos para el ser
humano y no contaminan el ambiente (Wang, 2006).

El objetivo de esta investigacion fue probar la estabilidad del color de colorantes naturales en fibras naturales ante
diversos procedimientos (solidez del color al frote seco, a la luz artificial, lavado doméstico, lavado a altas
temperaturas y ante soluciones con PH &4cido y alcalino), registrando la variacion del color a fin de comprobar si su
uso es propicio para remplazar a los colorantes sintéticos. El material con que se realizaron las pruebas consistioé en
dos tipos de fibras naturales diferentes, el algodon una fibra vegetal y la lana como una fibra animal en las que se
utilizaron colorantes naturales extraidos de Grana Cochinilla, Pétalos de Girasol, Cascara de Cacao, Cascara de
Cebolla y Aiiil; cada uno en tres concentraciones diferentes 50, 75 y 100% en base al peso de la fibra.

METODOS Y MATERIALES

Proceso de tincion de las fibras y elaboracion de muestras. Se lavaron las fibras en una solucion de agua desionizada
con jabon en polvo biodegradable (5.33 g/1) dejandolas en ebullicion durante 30 minutos, después se enjuagaron con
abundante agua desionizada. Posteriormente se prepard una solucion mordente de Sulfato de Aluminio y Potasio
(alumbre) en agua desionizada al 30% con respecto al peso de las fibras (tanto en el caso de la lana y algoddn, en el
caso del algodon tefiido de grana solo se utilizd una concentracion de colorante y dos mordentes bicarbonato y
sulfato de aluminio y potasio), se introdujeron las fibras, se sometieron a calentamiento hasta la ebullicion y se
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mantuvo esta temperatura durante 30 min; se dejaron en reposo por 48 h, y se les retiro la solucion. Para la
extraccion de los colorantes se calculd el peso del material (grana cochinilla, pétalos de girasol, cascara de cacao,
cascara de cebolla y afiil) seglin la concentracion deseada (50, 75 y 100%) con relacion al peso de la fibra a teiiir, se
realizaron tres replicas por prueba. El material en vasos de precipitado con 500 ml de agua desionizada y se dejaron
reposar por 24 h, después se llevaron a ebullicion por 30 min con agitacion constante. Se filtraron las soluciones y en
estas se colocaron las fibras a tefir, nuevamente se llevaron a ebullicion durante 30 min, terminado esto se
enjuagaron con agua desionizada hasta que no liberaran color. Se dejaron secar naturalmente.
Medicion del color de las fibras tefiidas. Se utilizé un colorimetro CR-400 marca Minolta. Este quipo se utiliza para
medir el color en superficies suaves y puede registrar variaciones de color, aunque estas sean minimas. El espacio de
color utilizado fue el CIELab dado en los términos L*a*b*, se registro el color antes y después de cada uno de los
tratamientos y se calculd la diferencia de color en cada término, después se calculd la diferencia total de color AE*
(Konica Minolta, 2016), mediante la ecuacion 1).

AE* = [AL* + Aa** + Ab**]"”? (1)
Pruebas de estabilidad. Solidez del color al frote en seco. Esta prueba se realizé con un frotimetro o crockmeter. Las
muestras de lana y algodon tefiidas se colocaron sobre la base de papel lija del equipo del lado derecho de la tela o
tejido respectivamente. El brazo del frotimetro se cubrié con una tela blanca o testigo especial para el equipo. Se
realizaron 20 revoluciones por minuto, se midi6 el color de las muestras como de telas testigo antes y después.
Solidez del color a la luz artificial. Se colocaron todas las muestras sobre un pedazo de fomi negro, el cual se
introdujo dentro de una caja de madera con dimensiones de 40 de alto x 50 de ancho x 100 de largo forrada de negro
y se sometieron a la luz de una lampara marca Nec de 22W y 1080 Lm de intensidad de luz artificial; registrando el
coloralas 0,24,48 y 72 h.
Solidez del color a los acidos y alcalis. Se prepararon soluciones de acido acético e hidroxido de sodio al 10% en
peso/volumen. Con estas se prepararon soluciones con un pH acido de 5 y alcalino de 9. Para esta prueba como las
de lavado con jabon y lavado a altas temperaturas en las que se requirié llevar a determinada temperatura las
muestras y/o mantenerlas en agitacion constante se utilizO una maquina de tefiido de muestras de alta temperatura
GT-D15. Este equipo consiste en 12 vasos de acero inoxidable que giran alrededor de una turbina dentro de un
tanque con sistema de control de temperatura. Cada muestra se colocd en uno de los vasos del equipo mencionado
anteriormente con 30ml de solucion y se mantuvieron en agitacion durante 30 minutos. Se utiliz6 una plancha de
vapor de la marca Singer con un regulador donde se indica el tipo de fibra a secar.
Solidez del color a temperaturas altas. Se colocaron las muestras en los recipientes del GT-D15 con 30 ml de agua.
Se llend de agua comun el tanque y se programoé para llevar de la temperatura ambiente hasta los 80°C, subiendo
1.5°C por min y mantenerla durante 15 min para después bajarla hasta los 50°C. Se utiliz6 la plancha para secar las
muestras.
Solidez del color al lavado doméstico. Se prepard una solucién de jabon liquido comercial con agua al 0.5%, se
colocaron las muestras en los recipientes del GT-D15 con 30 ml de la solucion y se agitaron por 20 min, después se
secaron por medio de una plancha de vapor.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del uso de la cascara de cacao el resultado fueron coloraciones en tonos cafés, con la cascara de cebolla morada
tonos verdes, con los pétales de girasol tonos amarillos, el aiiil tono azul y de la grana cochinilla tonos guinda. Se
registrd una mayor intensidad de color conforme aumentaba la concentracion de colorante.

En cada una de las pruebas tanto para el algodon como para la lana se cuantifico la variacion de color en la escala
CIElab, a partir de estos resultados se calculo la diferencia total de color AE, con este dato para las tres réplicas de
cada concentracion de colorante se calculd el promedio y la desviacion estandar. En las tablas 1 y 2 podemos
observar los resultados obtenidos para Algodon y lana respectivamente.

Resultados de solidez para la fibra de algodén tefiida. Para la cascara de cacao la prueba que registré mayor
variacion de color fue el lavado a altas temperaturas. Con la cascara de cebolla los mayores cambios se registraron en
la prueba de Acidos y Lavado a Altas temperaturas. En las pruebas realizadas con muestras de Algodén tefiidas con
Pétalos de girasol se obtuvieron valores de AE menores que con otros colorantes, teniendo mayores valores en la
prueba de lavado a altas temperaturas. En las muestras tefiidas de aiiil se obtuvieron los valores mas altos en la
prueba de pérdida de color al frote seco, para este colorante también hubo cambios elevados en el lavado a altas
temperaturas. Con grana cochinilla utilizando los mordentes de Bicarbonato y Sulfato de Aluminio y Potasio se
obtuvieron los AE mas altos en las pruebas de Acidos, Alcalis, Lavado doméstico y a altas temperaturas. Siendo
entre estos dos mayores los de las muestras de Sulfato de Aluminio y Potasio. En las muestras de tela sintética el
mayor cambio de color fue en la prueba de Frote seco, con valores similares a los obtenidos con Aiiil en Algodon y
Grana cochinilla en lana.

Tabla. 1. Promedios y desviacion estandar de Ia diferencia total de color AE obtenidas a partir de las pruebas
de estabilidad del color en las muestras de Algodén tenidas con los colorantes naturales y de la tela

sintética.
Promedio y desviacion estandar de la diferencia total de color "AE" para cada
‘s prueba
Concentracion
Colorante %
(%) Luz o o Lavado altas | Lavado
Frote seco P Acidos Alcalis Y
artificial temperaturas | doméstico
Cascara 50 1.390+0.126 |0.928+0.285 | 2.4834+0.752 | 2.124+0.298 | 6.189+0.404 | 1.913+0.767
de cacao 75 1.589+0.417 |0.846+0.092 | 1.3554+0.439 | 4.654+0.420 | 4.837+0.271 | 1.807+0.498
100 2.106+0.601 | 1.371+0.734 | 3.084+1.028 | 3.385+0.474 | 7.288+0.385 | 2.915+0.090
Ci 50 1.184+0.214 |3.297+1.504 | 10.051+0.822 | 4.369+0.768 | 5.631+1.092 | 4.146+1.344
do oottt 75 1.455+0.249 | 1.82120.341 | 4.2651.041 | 2.669+0.568 | 5.513+2.152 | 3.889x0.315
100 1.420+0.447 |2.228+0.275| 7.477+1.362 | 8.701+0.803 | 17.777+0.404 | 7.749+0.850
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Pétalos de 50 2.478+1.290 |1.636+0.365| 0.996+0.211 | 0.518+0.201 | 1.854+0.152 | 0.732+0.379
girasol 75 1.402+0.496 |2.539+0.407 | 1.603+0.643 | 0.966+0.304 | 5.949+1.022 | 0.426+0.442
100 1.151+0.235 | 1.630+0.348 | 1.109+0.137 | 0.768+0.284 | 4.257+0.791 | 0.752+0.586
50 10.540+2.300 | 0.969+0.320 | 1.776+0.520 | 2.003+0.998 | 4.335+1.223 | 1.606+0.385
Aiiil 75 12.323+1.896 | 0.995+0.746 | 1.302+0.252 | 2.2444+0.284 | 5.6014+0.795 | 1.388+0.433
100 16.465+2.123 | 0.491+0.308 | 1.926+1.207 | 2.1444+0.689 | 1.7514£1.155 | 2.523+1.223

mordente Luz o ‘ . Lavado altas Lavado

[ Frote seco g s Acidos Alcalis R

utilizado artificial temperaturas | doméstico
Grana Bicarbonato | 1.921+0.107 |1.453£0.960 | 17.077+2.628 | 14.946+0.940 | 20.474-+0.830 | 14.628+3.257
Cochinilla Alumbre 1.01240.416 |[2.570+1.761 | 22.05+0.841 |[26.0994+1.907 | 29.766+0.838 | 17.224+2.870
Sintético 13.097+0.508 | 0.422+0.099 | 2.559+0.130 | 2.626+0.347 | 1.518+0.114 | 1.479+0.559

Resultados de solidez para la fibra de lana tefiida. Para las fibras tefiidas con cdscara de cacao la prueba que
registr6 mayor variacion de color fue el lavado a altas temperaturas, sin embargo, la diferencia total es menor que en
la fibra de algodon. Con las muestras de céscara de cebolla los valores mas altos de AE se obtuvieron en el frote
seco. En las muestras tefiidas con Pétalos de girasol se registraron valores mas altos para casi todas las pruebas en
comparacion a la fibra de algoddn, teniendo un mayor efecto la exposicion a luz artificial y el lavado a altas
temperaturas. Para la lana tefiida con Grana cochinilla las mayores diferencias de color fueron las obtenidas en las
pruebas de frote seco y lavado a altas temperaturas.

Tabla. 2. Promedios y desviacion estandar de la diferencia total de color AE obtenidas a partir de las pruebas
de estabilidad del color en las muestras de Lana tefiidas con los colorantes naturales.

Promedio y desviacion estandar de la diferencia total de color "AE" para cada
Lz prueba
Concentracion
Colorante (%)

Luz o (s Lavado altas Lavado

Frote seco P Acidos Alcalis L .

artificial temperaturas | doméstico
Cascara 50 0.900+0.098 | 1.395+0.536 |3.229+1.080 | 3.481+0.101 | 4.160+0.048 | 4.469+1.715
de cacao 75 2.405+0.914 | 1.22440.222 | 1.171£1.066 | 2.354+0.538 | 4.685+0.797 | 1.641£1.170
100 2.4044+0.526 | 2.246+0.913 | 1.528+0.207 | 1.291+0.669 | 5.210+0.350 | 2.335+0.893
Ci 50 7.572+1.101 | 2.876+0.462 | 6.359+1.362 | 7.177+0.945 | 3.624+0.849 | 5.214+1.302
o 75 9.288+1.437 | 3.533+0.457 | 6.469+0.466 | 8.233£0.357 | 4.217+0.248 | 11.814+1.109
100 8.425+0.984 | 0.864+0.135 | 6.918+0.760 | 7.484+0.176 | 6.783+1.405 | 3.659+0.586
Pétalos de 50 1.761+0.888 | 7.238+1.624 |2.468+0.688 | 3.699+0.854 | 12.270+2.658 | 3.286+1.354
girasol 75 0.913+0.172 | 10.190+0.926 | 2.7154+0.980 | 2.506+0.744 | 5.726+0.920 | 4.285+0.573
100 1.218+0.300 | 9.4194+0.675 |2.156+0.407 | 3.214+0.857 | 4.892+0.426 | 4.546+0.371
Grana 50 6.875+0.302 | 0.665+0.172 |2.791+0.725|2.489+0.471 | 6.875+0.302 | 1.971+0.508
Cochinilla 75 9.707+0.798 | 1.599+0.120 | 1.400+0.858 | 1.564+0.200 | 9.707+0.798 | 2.578+0.435
100 10.508+0.992 | 0.953+0.450 |2.424+1.776 | 3.407+0.665 | 10.508+0.992 | 1.2154+0.424

CONCLUSIONES

Al observar detenidamente las tablas se puede notar que en la mayoria de los casos los cambios de color menores se
dan en las concentraciones de colorante mas bajas y los mayores en las concentraciones altas. De la misma manera se
puede inferir que en los colorantes con mayor pigmentacion como la grana cochinilla y el Afil hay mas variacion del
color por el frote seco y lavado a altas temperaturas.

Las muestras teflidas de algodon fueron las que mostraron una diferencia total de color en las pruebas de estabilidad,
asi como las que fueron tefiidas con concentraciones menores de colorante. Seglin los resultados se encuentra que el
colorante extraido de la grana cochinilla no tiene buena fijacion en la tela Algodén con ambos mordentes utilizados.
Al ser similares los valores maximos de las pérdidas de color por frotamiento de nuestras fibras teflidas con las
sintéticas estos valores se pueden considerar como aceptables.

En general la prueba que mas afectd el color fue el lavado a altas temperaturas. Estos valores nos indican que es
necesario modificar la técnica de Mordentado, cambiando la concentracion y/o el mordente utilizado para mejorar la
fijacion del color y poder llevar el uso de estos colorantes a escala industrial.
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GENERACION DE UN VECTOR QUE CONTENGA EL 5”- UTR sin uORFs DE
LA POLIAMINO OXIDASA 4 DE Arabidopsis thaliana

Garcia-Vasquez Itzel 'y Guerrero-Gonzilez Maria de la Luz 21
RESUMEN

Las poliaminas, incluyendo la espermina, la espermidina, y la diamina precursora, la putrescina, son alquilaminas
policationicas naturales que se requieren para el crecimiento, diferenciacion y supervivencia de las células
eucariotas. La necesidad de mantener los niveles intracelulares de poliaminas dentro de rangos especificos requiere
una via metabdlica altamente regulada y preparada para cambios rapidos en respuesta a sefiales de crecimiento
celular, cambios ambientales y estrés. En este trabajo, para comenzar a elucidar la funcion de los uORF presentes
en el 5-UTR de la Poliamina oxidasa 4 de Arabidopsis thaliana se genero un vector en el cual dichos uORFs
fueron elimandos.

Palabras clave: poliaminas, Arabidopsis thaliana, WORF, AtPAO4, vector, regulacion.

ABSTRACT

Polyamines, spermine, spermidine, and the precursor diamine, putrescine, are natural polycationic alkylamines that
are required for the growth, differentiation, and survival of eukaryotic cells. The need to maintain intracellular
levels of PAs within specific ranges require for a highly regulated metabolic for rapid changes in response to cell
growth signals, environmental changes and stress. In this study, in order to elucidate the function of the uORFs
present in the Polyamine oxidase 4 of Arabidopsis thaliana was done a plasmid containing the 5"-UTR in which
the uORFs were eliminated.

Key words: polyamines, Arabidopsis thaliana, uORF, AtPAO4, plasmid, regulation.

INTRODUCCION

Las poliaminas (PAs) son pequefias moléculas presentes en todos los seres vivos. Debido a sus caracteristicas
bioquimicas, las PAs estan implicadas en diversos procesos celulares como el crecimiento y desarrollo vegetal y
en la respuesta de las plantas a condiciones de estrés. Por su caricter policatidnico pueden unirse y formar
complejos con moléculas polianidnicas tales como algunas proteinas, los fosfolipidos, las pectinas, el ADN y el
ARN, entre otras (Galston y Kaur-Shawney 1990). Las principales PAs son la putrescina (Put), la espermidina
(Spd) y la espermina (Spm). Las poliaminas Put, Spd y Spm son catabolizadas por Diamino oxidasas (DAOs) y
por poliaminas oxidasas (PAOs). Las PAOs degradan Spd y Spm asi como sus derivados acetilados a través de un
catabolismo terminal o de retro-converion. En el catabolimo terminal las PAOs oxidan a la Spd y la Spm
produciendo 4-aminobutanal y N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal, respectivamente, ademas de 1,3
diaminopropano (DAP) y peroxido de hidrogeno (H,0,). En el catabolismo de retro-conversion la degradacion de
la Spd y la Spm por las PAOs genera Put o Spd, respectivamente, ademas de H,O, y un aminoaldehido (Tavladoraki
et al., 2012). La planta modelo Arabidopsis thaliana posee cinco genes (4tPAO1-5) que codifican para PAOs. De
estas, la AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 son proteinas peroxisomales y estan implicadas en el cataboilmo de retro-
conversion (Fincato et al., 2011).

La regulacion de la expresion génica, particularmente el control traduccional, es fundamental en las plantas ya que
permite cambios rapidos en la concentracion de las proteinas. Las regiones de ARNm no traducidas (UTRs) son
mediadores clave de la regulacion traduccional ya que en ellos se encuentran elementos regulatorios, por ejemplo,
los uORFs. Estudios previos han predicho miles de uORFs en los 5'-UTRs, sin embargo, la gran mayoria tiene
funciéon desconocida (Johnston et al., 2016). Los transcritos de 4tPA02, AtPAO3 y AtPAO4 tienen uORFs, pero
solo se ha analizado la funcion del uORF de 4tPAO2 (Guerrero-Gonzalez et al., 2014, 2016). AtPAO4 tiene 2
uORFs, por ello, para analizar la funcion de estos elementos el objetivo de este trabajo es generar un vector binario
el cual contenga una version mutante (sin uORFs) del 5-UTR de AtPA0O4.

METODOS Y MATERIALES.
Material vegetal y condiciones de cultivo
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En el presente trabajo se emplearon semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 0 (Col-0). Las semillas se
esterilizaron superficialmente en una solucién de NaClO al 20% (6% de cloro libre). Después de 6 lavados en agua
destilada estéril, se sembraron en placas de medio Murashige-Skoog al 0.5x. Las placas se mantuvieron a 4°C
durante 2 dias y posteriormente fueron transferidas a una camara de crecimiento vegetal a 22°C + 2°C y un
fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad.

Extraccion de RNA total

Plantas de A. thaliana de 1 semana de edad fueron molidas en N, liquido y empleadas para la extraccion de RNA
total utilizando el reactivo Concert (Invitrogen). La integridad del RNA total fue analizada mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. E1 RNA fue almacenado a -70°C para futuras aplicaciones.

Amplificacion por PCR de una version mutante (sin uORFs) del 5°-UTR de AtPA404

Un fragmento de ADN sintético (gBlock), en el cual el codon de inicio (AUG) del uORF1 y uORF2 de 4tPA04
fue cambiado por un codon CGU, fue sintetizado por la compaiiia Integrated DNA Technologies (IDT). E1 5'-UTR
mutante (sin uORFs) de AtPAO4 fue amplificado empleando como molde 100 ng del gBlock, los primers utrPAO4-
Fw (5'-GGTCACCAAACCCTTCATCTT-3") y utrPAO4-Rv (5-TGAAGATTTTGTTGGAAAGAAACAG-3")
y la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo scientifc). La reaccion de PCR se llevé a cabo en
un termociclador BIO-RAD T-100 Thermal Cycler, las condiciones fueron: una desnaturalizacion inicial a 98°C
por 30 seg, seguido de 33 ciclos a 98°C por 10 seg, 60°C por 30 seg, 72° C por 15 seg y una extension final a 72°C
por 10 min. El producto de PCR (393 pb) fue separado electroforéticamente en un gel de agarosa al 0.8% y
purificado empleando el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Clonacion del 5°-UTR (sin uORFs) de AtPA04

El producto de PCR (5'-UTR sin uORFs), previamente purificado, fue sometido a una reaccion de adenilacion
empleando la enzima Taq DNA polimerasa recombinante (Thermo Fisher Scientific) y posteriormente clonado en
el vector de entrada pCR™"'8/GW/TOPO® (Thermo Fisher Scientific). La mezcla de reaccion conteniendo 6 uL PCR
(300 ng), 1 pL de solucién salina y 1 pL del vector de entrada fue incubada durante toda la noche a temperatura
ambiente. Después, se almaceno a -20°C para su posterior transformacion en células de Escherichia coli.

Transformacion de células de Escherichia coli por electroporacion

Las células electrocompetentes de E. coli XL1-Blue fueron descongeladas lentamente en hielo y posteriormente se
les adiciono 300 ng del plasmido pCR8::nuORFPAO4. Después de 5 min, las células fueron transferidas a una
celda de electroporacion (0.2 cm) fria y sometidas a un pulso electrico de 2.5 kV durante 5.4 milisegundos
empleando el MicroPulser™ Electroporator (BIORAD). Posteriormente, se les afladié 0.5 mL de medio Luria
Bertani y se incubaron en agitacion (200 rpm) por 2 hrs a 37°C. Finalmente, las células fueron sembradas en cajas
Petri con medio LB suplementado con estreptomicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

Aislamiento de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se extrajo a partir de cultivos de E. coli por el método de lisis alcalina (Birboim y Doly, 1979).
Ocho colonias seleccionadas al azar fueron inoculadas en 3mL de medio LB liquido suplementado con
estreptomicina (50 pg/mL). El inoculo fue centrifugado a 13,300 rpm por 5min hasta obtener una pastilla con las
células. Dicha pastilla se resuspendio en 250 uL de solucion I fria (glucosa SOmM, EDTA 10mM y Tris-HCL
25mM pH 8).y se dejo 5 min en hielo..Después, se agregaron 250 uL de solucion II (NaOH 0.2N y SDS 1%)
mezclando inmediatamente por inmersion e incubando en hielo por Smin. Pasado este tiempo se agregaron 300 uL
de solucion I1I (acetato de potasio 5M, acido acético glacial SM), se mezclo de inmediato por inversion y se incubo
por 15min en hielo. Pasado el tiempo se centrifugdé por 10min a 13,300 rpm y el sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo donde se le hizo una extraccion fenol/cloroformo (150uL de fenol y 350uL de cloroformo)y se mezclo
usando vortex. Se centrifug6 por 10min a 13,300 rpm y el sobrenadante acuoso se transfiri6 a un tubo nuevo donde
el ADN plasmidico se precipitd agregando 600uL de isopropanol frio y mezclando por inmersion. Después se
centrifugd por 10min a 13,300 rpm y la pastilla obtenida se lavo con 1 mL de etanol al 70% frio, se centrifugo por
2min a 13,300 rpm y se dej6 secar a temperatura ambiente durante 15min. Finalmente, el ADN plasmidico se
resuspendio en 20uL de agua Milli-Q.

Analisis de los plasmidos mediante PCR y secuenciacion

La presencia del 5'-UTR mutante (sin uORFs) asi como su orientacion en el vector fue confirmada por PCR
empleando como molde 1uL de cada plasmido y los  oligonucledtidos GWI1  (5'-
GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC-3") y utrPAO4-Rv (5’ TGAAGATTTTGTTGGAAAGAAA CAG-3").
La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador BIO-RAD T-100 Thermal Cycler, las condiciones fueron:
una desnaturalizacion incial de 94°C por 5min seguido de 33 ciclos a 94°C por 30seg, 62°C por 30seg, 72°C por
30seg y una extension final de 72°C por 10 min. El producto de PCR se separo en un gel del agarosa al 0.8%
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tefiido con EtBr y se visualizo en un Benchtop UV Transilluminator (UVP). Finalmente, el producto de PCR fue
enviado a secuenciar con el oligonucledtido GW1 el cual se ancla en una region del vector pCR""8/GW/TOPO.

RESULTADOS

La region 5-UTR de AtPAO4 tiene dos uORF. E1 uORF1 consta de 153 nt y codifica para un péptido predicho de
51 amino 4cidos, mientras que el uORF2 tiene una longitud de 21 nt y codifica un péptido predicho de 7 amino
acidos (Figura 1). Sin embargo, la funcion de los uORF de AtPA04 ain no se ha analizado.

| 4

Figura 1 Representacion esuqematica del RNAm de AtPAO4.

Obtencion del vector pCR8::nuORFPAO4

Para comenzar a estudiar el posible papel regulatorio de los uORF de AtPA0O4 se gener6 un vector el cual tiene el
5’-UTR (sin uORFs) de 4tPA0O4. Para amplificar el 5’-UTR sin uORFs se empleo un fragmento sintético de DNA
en el cudl el codon de inicio (AUG) de cada uORF fue cambiado por un codéon CGU. El 5'-UTR sin uORFs fue
ligado en el vector de entrada pCR8-TOPO y transformado en células de E. coli. Se seleccionaron 8 colonias al
azar de las cuales se extrajo ADN plasmidico. Los plasmidos fueron nombrados como pCR8::nuORFPAO4-7 a -8
y analizados por PCR para determinar la orientacion del 5'-UTR (sin uORFs).

De los plasmidos pCR8::nuORFPAO4-1, -3, -5 a -8 se logro la amplificion de un fragmento de aproximadamente
400 pb, este resultado indica que en dichos plasmidos el 5-UTR sin uORFs se ligo en orientacion 5’3" (Figura
2). De estos, se secuenciaron los plasmidos pCR8::nuORFPAO4-1, -6, -7 y -8. Finalmente, con base en los
resultados de la secuenciacion se selecciono el plasmido pCR8::nuORFPAO4-8 para futuros experimentos que
contribuiran en el estudio de la funcion de los uORF de AtPAO4.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del producto de PCR obtenido a partir de los plasmidos pUTRnuORF-1, -3,
-5a-8.

Obtencion de RNA total

Con el objetivo de amplicar el 5-UTR silvestre (con uORFs) de AtP404 se extrajo RNA total de plantas de 4.
thaliana de 1 semana de edad (Figura 3). Actualmente, este RNA se encuentra almacenado a -70°C y sera usado
para obtener ADN complementario (cDNA) el cual servird como molde para la amplificacion del 5'-UTR. El 5'-
UTR (con uORF) sera empleado para generar un vector el cual contribuira en el estudio de la funcion de los uORF
de AtPAO4.
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Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa al 1% del RNA total obtenido de plantas de 4. thaliana de 1 semana de edad.

CONCLUSIONES

Los estudios genéticos y gendmicos realizados en Arabidopsis resultan de gran interés ya que proporcionan
informacion valiosa que contribuye en nuestra comprension de las funciones de las PAs. En este trabajo, se logro
la obtencion de un vector el cual tiene una version sin uORFs del 5'-UTR de 4¢tPAO4. Dicho vector sera empleado
para analizar la posible funcion regulatoria de los uORF de 4tPA04.
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TRATAMIENTO PRELIMINAR DE FILTROS DE CIGARRO PARA OBTENCION DE
CARBON ACTIVADO DEL 19° VCRC

Javier Alejandro Martinez Ligas' y Gloria Guadalupe Treviiio Vera®
RESUMEN

Las colillas de cigarro pueden ser usadas como una materia prima para la elaboracion de carbon activado asi como
otros materiales carbonosos, el inconveniente aqui, es la gran cantidad de compuestos toxicos que contienen, es por
eso que se ha considerado el lavado de las colillas para evitar tener alguna acumulacion indeseada. El tratamiento
consiste en aplicar 3 destilaciones por arrastre de vapor para eliminar gran parte de los componentes volatiles, no
volatiles, solubles en agua y compuestos inestables susceptibles a descomposicion térmica por debajo de los 100 °C,
esto con el fin de limpiar las fibras de acetato de celulosa y obtener un material mas amigable con el medio ambiente.

ABSTRACT

Cigarette butts can be used as a raw material for the making of activated carbon as well as other carbonaceous
materials, the inconvenience here is the large amount of toxic compounds they contain, which is why it has been
considered to wash the butts to avoid have some unwanted accumulation. The treatment consists in applying 3 steam
distillations to remove much of the volatile, non-volatile, water-soluble components and unstable compounds
susceptible to thermal decomposition below 100 ° C, in order to clean the fibers of cellulose acetate and to obtain a
material more friendly with the environment.

Palabras Clave: Carbon activado, destilacion por arrastre de vapor, acetato de celulosa.

INTRODUCCION

El material mas comtn usado para supercondensadores ha sido el carbon activado debido a su bajo costo y féacil
produccion sin embargo este no es el mejor material para electrodos, pues a pesar de poseer una muy grande area
superficial tiene sus desventajas en el tamafio de sus poros. A través de investigaciones se ha concluido que la
sinergia de mesoporos y microporos dan excelentes resultados pues el intercambio i6nico no se ve limitado por tener
unicamente espacios tan pequefios como los que proporcionan los microporos. Los electrodos fabricados a partir de
material pirolizado dopado con N, derivado de las colillas de cigarro han demostrado ser mejores que los que se
encuentran actualmente en el mercado e incluso que otros electrodos que fueron hechos de nanotubos de carbono y
grafeno ambos dopados con N, [1]. Las condiciones para la pirolisis son vastas dentro de la literatura pero en este
texto se consideran solo unas cuantas como base [2-9]. Por fines practicos las condiciones tomadas, fueron
aproximadas para una carbonizacion a baja temperatura [2]. Si bien una colilla no posee suficientes elementos
toxicos como Cd y Pb para causar algo de lo cual preocuparse, a nivel industrial esta materia prima necesitaria un
tratamiento para evitar la acumulacion de los mencionados antes y muchos otros mas elementos y compuestos
presentes en un filtro de cigarro [10].

METODOLOGIA

Se inici6 con la recoleccion de colillas de cigarro en diversos lugares de la ciudad de Saltillo y Monclova, se
recolectaron un aproximado de 1600 colillas de cigarro las cuales se les quito el papel que las envuelve y se juntaron
en 10 lotes de 150 colillas cada uno, las colillas que contenian extremos con carbon activado o estaban en mal
estado, fueron descartadas. Una vez con 10 lotes listos para su limpieza se montd un equipo de destilacion por
arrastre de vapor el cual fue operado con mechero bunsen, condensador Liebig de 400 mm, 2 matraces bola de 500
mL con sus respectivas juntas y complementos mostrados en la Figura 1.
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Figura 1. Ejemplo de como se monto el set de destilacion por arrastre de vapor

En el matraz 1 se vierte la cantidad de 370 mL de agua destilada en el matraz 2 se introduce un lote junto con 130
mL de agua destilada y en el matraz 3 se recolecta el destilado, este procedimiento se repitié 10 veces cambiando el
agua de los matraces 1 y 2, guardando muestras al azar de los destilados y recuperados (residuos), de las cuales se
tomaron muestras de pH con un pHmetro Orion Star A211 de Thermo Scientific. Cada limpieza duro 40 min. en
donde los volumenes de destilado son variables registrando como minimo 130 mL y maximo 200 mL
aproximadamente, ademas queda como residuo (destilado + recuperado) un promedio de 400 mL/lavada. También se
hizo la comparacion de las fibras de acetato de celulosa antes y después del tratamiento observadas con un
microscopio metalografico invertido (MMI) Olympus GX51. Para el carbonizado se tomaron colillas sin tratamiento
y con tratamiento y sin presencia de atmosfera inerte en una mufla (Carbolite Gero modelo CWF con controlador
3216) a 700 °C por 3 horas con una rampa de calentamiento de 10 °C min" dando como total un tiempo de 250
minutos dentro de la mufla y también se introdujeron a la mufla (anteriormente mencionada) a 300 °C por 1 hora con
una rampa de calentamiento de 5 °C min" 4 muestras de 15 colillas cada una, dos con tratamiento y otras dos sin
tratamiento, en cada par una muestra fue tapada y otra no.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2. Se muestran las diferencias en el aspecto de algunas de las colillas tomadas del lote #6. Para el pH de
los residuos se obtuvieron los datos mostrados en la Tabla 1. El valor de pH de los residuos totales de una lavada con
un volumen aproximado de 450 mL fue de 6.23 a una temperatura de 31 °C y ya neutralizado con una masa de .48 gr
de NaHCO:s el valor final de pH fue de 7.22 a 31 °C (Figura 3. B,C) esto indica que hay acidez y que las soluciones
necesitan ser neutralizadas para poder ser desechadas.

Figura 2. (a) Colillas de cigarro (b) Colillas de cigarro sin papel envolvente (c) Colillas de cigarro tratadas

La inoculacion de un hongo se observo en una solucion diluida de residuo ya que hubo presencia de micelio (Figura
3. A) lo cual abre camino a otra investigacion donde se estudiaria que tipo de hongo crece en ese medio, comparar
los efectos de este hongo sobre los residuos (Unicamente el recuperado) y en el mejor de los casos se lograria obtener
un producto con propiedades que le permitan servir a la industria ademas de remover uno de los mayores
contaminantes solidos actuales asi como tratar sus residuos pero eso no se tratara en este texto. Como ya se explico
para neutralizar las soluciones se afladié una cantidad minima de NaHCO3 y se vio un cambio significativo por lo
tanto da lugar a un tratamiento econémico en términos de pH. A través del microscopio se ha notado una gran
limpieza de las fibras de acetato de celulosa lo cual cumple con el objetivo de remover la contaminacion presente en
el material a reciclar. Las personas que se percataron de la recoleccion se concientizaron de la contaminacién que
generaban. La desventaja del tratamiento preliminar es que genera residuos a diferencia del método “one-step
process” encontrado en la literatura, pero recalcando que electrodos hechos con one-step process llevan todos los
residuos que el tratamiento remueve y esto no es deseable pues aunque no se esté en contacto directo con capacitores
diariamente, estos van a dar a la basura cuando han terminado su ciclo de utilidad y vuelven a ser contaminantes
como las colillas. Se agregd un cddigo QR donde se vincularon las micrografias tomadas para ser analizadas mas
detalladamente, el orden de las imagenes es; 1-sin tratamiento 5x, 2-con tratamiento 5x, 3-sin tratamiento 10x, 4-con
tratamiento 10x, 5-sin tratamiento 20X, 6-con tratamiento 20x, 7-sin tratamiento 50x, 8-con tratamiento 50x, 9-sin
tratamiento 100x, 10-con tratamiento 100x, 11-con tratamiento 100x Figura 4. En la Figura 5 y 6 se muestran
algunas de dichas micrografias.

Tabla. 1. Valores de pH de las soluciones residuo en los lotes 5 y 6 tomadas al azar.
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Valores de pH para el Lote #5 Valores de pH para el Lote #6
Lavada Destilado T  Recuperado T Lavada Destilado T  Recuperado T
1 5.65 314 6.05 314 1 433 34.7 6.08 335
2 6.34 312 5.79 31.6 2 6.71 34.7 6.41 33.7
3 6.81 31.9 6.36 31.7 3 7.1 34.1 6.89 33.9

*La T es la Temperatura en °C a la cual se llevé a cabo
cada una de las mediciones.

Figura 3. A- Micelio creciendo en una solucién de

recuperado (2da lavada-diluida) B- pH de residuos

generados en una lavada (2da) C- pH de los residuos Figura 4. Codigo Quick Response (QR) donde
después de agregar .48 gr de NaHCO3 fueron vinculadas las micrografias

Figura 5. Micrografias a 5x, 10x y 20x (en ese orden horizontalmente) A, C y E fibras de colillas sin
tratamiento B, D y F fibras de colillas con tratamiento.
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Figura 6. Micrografias a dos aumentos: A fibras de colillas sin tratamiento a 50x B fibras de colillas con
tratamiento a 50x C fibras de colillas sin tratamiento a 100x D fibras de colillas con tratamiento a 100x

Al dejar por 3 horas colillas tratadas a 700 °C estas se volvieron cenizas en ausencia de atmosfera inerte, sin éxito al
obtener algiin material carbonoso, se cambiaron las condiciones para una pirolisis de baja temperatura en ausencia de
atmosfera inerte, a 300 °C por una hora, la rampa de calentamiento se bajo a 5 °C min™ dando como resultado un
material carbonoso ligero y poroso, el dicho material presento una disminucion de tamafio y peso, y su aspecto fue
opaco por la parte externa del filtro y en la parte interna fue brilloso. Se hizo polvo mediante un mortero de agata y
se almaceno en recipientes plasticos para posteriores estudios.

CONCLUSIONES

El tratamiento aplicado a las colillas fue exitoso, aunque no se conoce con exactitud qué tan limpios quedan los
filtros pues no todas las colillas y lavadas son iguales, si existe una clara remocion de sustancias. Los valores de pH
dejan ver que a mayor nimero de lavadas el destilado se va tornando menos acido esto quiere decir que hay menos
componentes acidos que son arrastrados por el vapor dejando unas fibras mas limpias y va condensandose
mayoritariamente agua tendiendo a un pH neutro. El crecimiento de hongos en los residuos generados por el
tratamiento mostrado en este texto da camino a posteriores investigaciones microbioldgicas para ver el efecto que se
tiene sobre estas soluciones. Se observd una gran diferencia en las sustancias impregnadas en la superficie de las
fibras eliminando aquellas sustancias que no se ven a simple vista asi como el penetrante olor de un cigarrillo e
incluso un cambio en el color. El material carbonizado fue elaborado con colillas antes y después de tratarlas y como
era de esperarse también se observo un cambio en los residuos remanentes en el crisol. Este tratamiento tiene sus
desventajas (residuos) y ventajas (producto mas puro) en una bascula que queda a criterio del lector.
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PUESTA EN MARCHA DE UN EQUIPO DE SINTESIS DE PELICULAS DELGADAS
POR EL METODO DE DEPOSITACION QUIMICA DE VAPOR ASISITDA POR
AEROSOL

Jesus David Lopez Preciado' y Juan Ramos Cano®
RESUMEN

Diferentes métodos existen para sintetizar particulas nanometricas que se dividen en métodos fisicos y métodos
quimicos, una clasificacion de estos aparece en el punto (1.1.5). La forma de sintetizarse depende principalmente de
blancos que contienen el precursor o de soluciones que contienen el precursor. Desde luego existen metodologias para
utilizar cada uno de estos métodos, estas metodologias estan con relacionadas con temperaturas de deposito,
concentracion de precursores, velocidades de deposito, entre otras. El objetivo de este trabajo es mostrar un
procedimiento de puesta en marcha de un equipo de depositacion quimica asistido por aerosol (CVD-AA), para conocer
el comportamiento de estas variables. Cabe mencionar que este equipo fue instalado por personal especializado del
centro de investigacion de materiales avanzados campus Chihuahua, dirigido por el Dr. Mario Miky Yoshida y el M.C.
Pedro Piza. El equipo esta considerado como semiautomatico debido a que consta de un software disefiado
especialmente para controlar las variables importantes, para esto inicialmente describiremos las partes mas importantes
del equipo y el software utilizado para posteriormente comentar las variables mas importantes y su control.
Posteriormente se correran pruebas de algunos materiales ferroelectricos.

Palabras Claves: CVD-AA, peliculas delgadas, Titanato de Plomo (PbTiO3).

ABSTRACT

Different methods exist to synthesize nanometric particles that are divided into physical methods and chemical
methods, a classification of these appears in point (1.1.5). The way of synthesizing depends mainly on targets
containing the precursor or solutions containing the precursor. Of course there are methodologies to use each of these
methods, these methodologies are related to storage temperatures, concentration of precursors, rates of deposit, among
others. The objective of this work is to show a procedure for the commissioning of an aerosol-assisted chemical
deposition equipment (CVD-AA), to know the behavior of these variables. It should be mentioned that this equipment
was installed by specialized personnel of the research center of advanced materials campus Chihuahua, directed by Dr.
Mario Miky Yoshida and M.C. Pedro Piza. The equipment is considered semi-automatic because it consists of a
software specially designed to control the important variables, for this we will initially describe the most important
parts of the equipment and the software used to later discuss the most important variables and their control.
Subsequently, some ferroelectric materials will be tested.

Keywords: CVD-AA, Thin films, Lead Titanate

INTRODUCCION

De acuerdo al objetivo planteado en este trabajo se presenta el método de elaboracion de peliculas delgadas por medio
de CVD-AA incluyendo las partes fundamentales del equipo asi como su comportamiento y funcionamiento de cada
parte. Este método tiene como principales ventajas 1) facilidad de agregar dopantes en cualquier proporcion a la
pelicula tan solo con el hecho de introducirlos a la solucion precursora, 2) el método no requiere de partes costosas
como bombas de alto vacio u otros dispositivos, representando una gran ventaja en instalaciones a nivel industrial [1].
Principalmente su bajo compromiso de costos en la sintesis, el método CVD-AA estd siendo muy utilizado en la
depositacion de peliculas delgadas, debido principalmente al buen control en la velocidad de depositacion,
temperaturas de depositacion relativamente bajas y un amplio rango de precursores utilizados, con lo que se aseguran
entre otras cosas, un adecuado grado de purificacion de los 6xidos obtenidos, ademas de un adecuado control de la
composicion, estequiometria y morfologia de las particulas [2]. El equipo mencionado con el cual se realizo este trabajo
esta considerado como semiautomatico ya que consta de un software con él se puede controlar directamente la
temperatura del horno, la velocidad de las toberas, el flujo del gas, la distancia de recorrido de la tobera, numero de
capas y arranque del nebulizador. Este trabajo contiene informacion sobre como preparar las soluciones a partir de los
precursores a depositar, asi como las partes principales del equipo, sus variables mas importantes a controlar y la
influencia de estas sobre la pelicula, donde se incluye el manejo del software, asi como el resultado de unas pruebas
corridas en el equipo[3-6].

METODOS Y MATERIALES

La parte experimental de este trabajo, consto de la depositacion de una pelicula de titanato de plomo (PbTiO3) y un
tratamiento térmico de recocido, ya que estas peliculas son nanocristalinas [7-10]. La caracterizacion de espesor y
microestructura se realizo en un microscopio electronico de barrido (MEB) marca hitashi. La figura 1 muestra un
diagrama de flujo de la sintesis de las peliculas de PbTiO3.
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figura 1.- Diagrama de flujo correspondiente a la sintesis de peliculas de PbTiO3
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Equipo utilizado
* Reactor de peliculas delgadas CVD-AA (incluyendo tobera, nebulizador piezoeléctrico, etc.)
* Precursores de (a) Acetato de Plomo trihidratado [Pb(CH3COO)2 . 3H20], (b)
Oxiacetilacetonato de Titanio (IV), [(C5H802)2TiO2].
¢ Balanza analitica tipo Symmetry, Cure-Palmer, PA120
* Metanol 99.9% de pureza
e Sustratos de Si (Pt/Ti/Si0,/Si)
* Vidrieria y utensilios para preparar las soluciones
¢ Horno de tubo horizontal Carbolite
* Parrilla de agitacion
¢ Agitador magnético
* MEB (microscopio electronico de barrido) marca Hitashi

Proceso de sintesis para las muestras de PbTiO3 (PT)

Inicialmente analisis termogravimétricos (TGA) deben de ser realizados, con el objetivo de conocer las temperaturas
de descomposicion de las sales precursoras utilizadas durante su transformacion al oxido deseado. Por otro lado
conociendo los pesos moleculares de los reactantes (%) y comparandolo con los pesos finales (%) es posible conocer
los posibles productos de la reaccion. Esto es que tipo de oxido es el que se forma. Resultados de cambios de fase
durante la reaccion también pueden ser conocidos a través de la curva diferencial térmica gravimétrica (DTA/TGA).
En su andlisis curvas hacia arriba indican reacciones o transformaciones de fase exotérmicas, y hacia abajo
endotérmicas. Esto es muy importante porque con esta herramienta podemos predecir experimentalmente tanto la fase
deseada, temperatura de transformacion, asi como la temperatura de estabilidad del producto. En nuestro caso la
temperatura teorica de depositacion (450°C) la obtuvimos de analisis termogravimetricos anteriormente realizados [1].
Posteriormente se preparo una solucion de 150 ml de titanato de plomo (PT) a una concentracion de .05 molar, con
solutos separados, se determiné el peso de los solutos con la siguiente ecuacion (1):

g =MVPM (1)
Donde:
g= gramos del soluto requerido
M= molaridad
V=volumen
PM= peso molecular
Acetato de Plomo tri-hidratado [Pb(CH3COO)2 . 3H20]=379.33 gr/mol

g =(-05Mol/, ) 15Lts)(379.3397/,, )
g = 2.844gr

Oxiacetilacetonato de Titanio (IV), [(C5H802)2Ti02]=262.08 gr/mol

g=(05Mol, ) 151)(262.0897/,, )
g=1971gr

Se pesaron 2.844 gr de acetato de plomo y 1.971 gr de Titanio (IV) disueltos en 150 ml de metanol y fueron puestos
en agitacion por un lapso de 1 hr a nivel de agitacion 6, una vez preparada la solucion se procedi6 a la sintesis iniciando
con la programacion del software del equipo CVD-AA con las siguientes condiciones: Capas del deposito=10, longitud
de la plataforma= 25mm. En la tabla 1 se muestran las condiciones mas importantes de la sintesis. Se depositaron dos
muestras denominadas PT/1 y PT/2 sobre sustratos de platino, el tamafio de la muestra fue de 25mm la cual se corto
en dos partes, una para hacer un analisis antes y después del tratamiento térmico. Para esto los sustratos fueron lavados
con metanol y acetona 99.9%, los cuales se colocaron en el porta muestras del equipo ver figura 2. Las condiciones de
la sintesis de las muestras se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1.- condiciones mas importantes a controlar para las muestras PT/1 y PT/2

Condiciones a controlar Muestra Muestra

PT/1 PT/2
Concentracién(Mol/Lts) .05 .05
Temperatlira del horno 475 475
O
Velocidad de
tobera(mm/min) 10 10

Ambas muestras presentan las mismas condiciones de depoésito, solamente que la temperatura del tratamiento térmico
del recocido tuvo una variacion importante. Las muestra se sometieron a un tratamiento térmico de recocido (debido
a que este tipo de peliculas tienen una fase metaestable 1lamada pirocloro que se forma a temperaturas bajas y no son
nanocristalinas por lo que es necesario realizar un recocido para obtener la fase deseada)[7-10]. El tratamiento térmico
se realizo en un horno de tubo horizontal Carbolite con las siguientes condiciones: para la muestra PT/1 el horno inicio
a temperatura ambiente a una velocidad de 10°C/min hasta los 800°c en un lapso aproximado de lhr 20 min, después

se mantuvo a temperatura de 800°C por 12 hrs de tiempo de permanencia y se enfrio a temperatura ambiente teniendo
un tiempo total del tratamiento de 14 hrs y 40 min como se muestra en la figura 3.
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$3

Temperatura (°C)

0 1,15 2,15 315 415 515 615 7,15 815 9,15 10,15 11,15 12,15 13,15 14,30
Tiempo de permanencia (hr)

figura 3.- Rampa de tratamiento térmico de recocido
de la muestra PT/1
Para la muestra PT/2 el horno inicio a temperatura ambiente a una velocidad de 10°C/min hasta los 800°c en un lapso

aproximado de 1hr 20 min, después se mantuvo a una temperatura de 800°C por 6 hrs de tiempo de permanencia y se

enfrio a temperatura ambiente teniendo un tiempo total del tratamiento de 8 hrs y 40 min como se muestra en la figura
4.
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figura 4.-Rampa de tratamiento térmico de recocido
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de la muestra PT/2

Finalmente las muestras PT/1 y PT/2 con recocido y sin recocido fueron caracterizadas en microscopio electronico de
barrido (MEB) con la finalidad unica de verificar que realmente existi6 deposito sobre las peliculas.

RESULTADOS

Referente al analisis y los resultados obtenidos tenemos lo siguiente: las figuras 5y 6 corresponden a las muestras
PT/1 y PT/2 sin recocido, y en las figuras 7 y 8 corresponden a las muestras PT/1 y PT/2 con recocido. En su analisis
se observa que las muestras PT/1 y PT/2 sin recocido no presentan un grano cristalizado, mientras que las muestras
PT/1 y PT/2 muestran una micro estructura granular a nivel nanometrico caracteristico de los materiales recocidos,
ademas se observo que aparecen en las imagenes particulas de precursores de titanio y plomo que no fueron totalmente
disueltas. Las figuras 9, 10,11 y 12 presentan espesores de las peliculas PT/1 y PT/2 con y sin recocido, con lo que se
justifica que efectivamente el equipo esta apto para sintetizar peliculas delgadas, que fue el objetivo fundamental de
este trabajo.

Estructura no
cristalizada

Es!ructura no
cristalizada

2R

figura 6.- Imagen superficial de la muestra PT/l sin recocido

\ Granos

cristalizados

B

Granos
cristalizados

Particulas de precursor
no disueltas

figura 8.- Imagen superficial de la muestra lsT/Z recocida
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figura 12.- Espesor de pelicula PT/2 con recocido

CONCLUSIONES

Segun la caracterizacion en microscopio electronico de barrido (MEB) se concluye que efectivamente se pudo obtener
deposito sobre el sustrato, esto lo justifica el espesor de las peliculas como aparece en las figuras 9, 10,11 y 12. Por
otro lado los granos que aparecen en las figuras 7 y 8 dan un indicador que efectivamente hubo una cristalizacion de
las peliculas. Ademas de demostrar la funcionalidad del equipo mencionado.
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PREPARACION Y TRATAMIENTO QUIMICO DE MINERAL DE CELESTITA
PARA OBTENER COMPUESTOS MAGNETICOS

José Alfonso Rodriguez Naiiez'y Ma. Gloria Rosales Sosa’

! Facultad de Metalurgia, Universidad Autonoma de Coahuila, Carretera 57 Kilometro 4.5, Estancias de San Juan,
25710 Monclova, Coahuila, josealfonso jarn@hotmail.com

’Facultad de Metalurgia, Universidad Autonoma de Coahuila, Carretera 57 Kilometro 4.5, Estancias de San Juan, 25710
Monclova, Coahuila, mrosales@uadec.edu.mx

RESUMEN

Muestras de mineral de Celestita fueron molidas hasta una malla menor de 400, posteriormente este mineral
fue lixiviado con HCl al 8% para eliminacion de impurezas. La celestita Lixiviada(SrSO,) se pone a reaccionar
con Sulfato ferroso (Fe,SO4), de HCI al 10% y oxalato de Amonio variando la temperatura desde 75 hasta
95°C. Posteriormente es filtrada, lavada, secada y calcinada a una temperatura de 850" C.

Palabras clave: Celestita (Sulfato de Estroncio), Sulfato Ferroso, Ferrita de Estroncio.

ABSTRACT

Samples of Celestita ore were ground to a mesh size of less than 400, after which this mineral was leached with
8% HCI to remove impurities. Leached celestite (Sr SO4) is reacted with ferrous sulfate (Fe,SOy4), 10% HCl
and Ammonium oxalate, varying the temperature from 75 to 95 © C. It is then filtered, washed, dried and
calcined at a temperature of 850 ° C.

Keywords: Celestite (Strontium Sulphate), Ferrous Sulfate, Strontium Ferrite.

INTRODUCCION

El mineral principalmente utilizado fue la Celestita. La Celestita es un sulfato de estroncio Sr(SO4) su color es
ligeramente azul, puede ser blanco, amarillo y raras veces verde o rojizo; a veces es fluorescente. Los
componentes del estroncio tienen una tendencia a precipitar o adsorber pequeiias cantidades de manganeso,
hierro y silice de soluciones de sosa caustica.

El estado productor de celestita en México es Coahuila, La celestita es usada principalmente en la produccion
de carbonato de estroncio para la industria de cristales en la produccion de pantallas de TV, ferrita en polvo,
electrolisis de zinc y transformacion de otros quimicos tales como el nitrato de estroncio, clorado y cromado,
otras aplicaciones son las pirotécnicas y fabricacion de ceramica.

Los yacimientos de Celestita en México aportan el 25% de la produccion mundial, pero debido a que no cuentan
con procesos de conversion que satisfagan los requisitos de costo y tecnologia, el mineral es exportado a un
precio muy por debajo del mineral ya transformado [1]. El objetivo de este trabajo de investigacidn es obtener
un compuesto SrSO4, que se obtiene de un mineral de Celestita y también obtener especies magnéticas de
Hierro, al hacer reaccionar esta especie con Sulfato ferroso y luego eliminar sulfatos para obtener un polvo en
forma de Hexaferrita de Estroncio. La materia prima y las especies resultantes seran caracterizados con DRX.

La interaccion del oxido férrico con el 6xido de estroncio produce ferritas con distintas estequiometrias
(SrFel2019, SrFe204, Sr2Fe205 y Sr3Fe206). Entre estos productos, se destaca la hexaferrita de estroncio
(SrFe12019), un 6xido ferrimagnético, que cristaliza en el sistema hexagonal con 64 iones por celda unitaria
(24 iones Fe3+), en 11 sitios de simetria diferentes (grupo espacial P63/mmc). La hexaferrita de estroncio se
usa ampliamente como material magnético duro y permanente en los medios de magnetofonicos alta—densidad
y dispositivos de microondas [2].

METODOS Y MATERIALES

Para hacer la experimentacion se tuvo que trasladar una cantidad de mineral de Celestita proveniente de la mina
ubicada en Cuatro Ciénegas, Coahuila “La Fe”.

221



Figura 1. Mineral de Celestita antes de trituracion y molienda.

Como el mineral estaba atin compactado en pedazos grandes en el laboratorio de metalurgia extractiva se trituro
el mineral, en total 1 kg de mineral fue triturado en una “Trituradora de Mandibulas” marca DENVER, y esta
hizo que el mineral quedara en partes mas pequefias, pero aun asi no se podia experimentar, asi que después de
la trituradora se paso el mineral al molino de bolas.

Figura 2. Mineral de Celestita después de la trituracion.

Se utiliz6 un molino de bolas de la marca BICO el cual consiste en un recipiente donde se deposita el mineral
junto con bolas de metal de diferentes diametros que al girar este las bolas van chocando con el mineral
dejandolo pulverizado completamente, para que el mineral quedara como era requerido en total el molino dio
4000 revoluciones.

Luego de tener el mineral completamente pulverizado para separar el tamafio de particulas se utilizd un
Tamizador RO-TAP el cual por medio de vibracion separa los diferentes tamafios de particula, el mineral era
requerido pasando la maya 400 la cual tiene una abertura de 0.44 mm para un mejor rendimiento al momento
de pasar a hacer una lixiviacion.

Figura 3. Mineral de Celestita Pulverizado y tamizado a 400 mallas (0.40mm)

En la Lixiviacion se tomaron 200 gramos del mineral pulverizado y se diluyo en Acido Clorhidrico HCI al 8%
agitando constantemente durante 15 min, después se filtré la disolucion en un embudo de vidrio y se dejo secar
el mineral que resulto después de la Lixiviacion.

Para el método de la sintesis en dos Matraces Erlenmeyerse hicieron dos disoluciones por separado:

Matraz 1 Matraz 2

3.86grs de Mineral (SrSOx) 4.4 grs de Oxalato de amonio NH.
1.52grs de FeSO« 30 ml de H20

3 ml de HCL al 10%

20 ml de H-O

Tabla 1. Minerales y cantidades utilizados antes de realizar la sintesis.
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Figura 4. Matraces con las cantidades especificadas en la Tabla 1.

Las dos Disoluciones se calentaron a alrededor de 75°C en una estufa de laboratorio marca LAB TECH,
mientras se agitaba, se afladi6 la disolucion del matraz 2 al matraz 1, la mezcla de reaccion, bajo agitacion

continua, se calentd durante 5 minutos a una temperatura comprendida entre 90°C y 95°C.

Después de dejar enfriar el precipitado de oxalato mixto amarillo se filtré utilizando un embudo de vidrio y se

lavo con agua y después del filtrado se seco durante varias horas.

Figura 5. Precipitado de oxalato antes de la filtracion final Figura 6. Lavado del precipitado para eliminar sulfuros

El residuo que quedo en el papel filtro que se transfirié a un crisol de 10 ml con tapa, Se repitié el mismo
proceso para una muestra 2; pero el residuo del papel filtro fue lavada por repetidas ocasiones hasta que el
residuo filtrado estuviera cristalino lo que significaba que estaba libre de sulfatos los cuales daban color
amarillento a la soluciéon. Ambas muestras se colocaron en un horno de mufla marca TERLABY se calentaron
entre los 800 y 900°C durante 12 horas, y se dejaron enfriar lentamente dentro del horno para obtener una mejor

cristalinidad de los productos resultantes.

RESULTADOS

El analisis quimico de la celestita por DRX, nos indica gran coincidencia con el compuesto Sulfato de Estroncio

lo que significa que nuestra reaccion de sintesis fue correcta para la obtencion de Ferritas Magnéticas.
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Figura 7. Difracto grama que muestra el andlisis quimico de la Celestita

La caracterizacion del polvo obtenido después del tratamiento térmico DRX, se encuentra en espera, esta se
haré en la empresa CIQA en la ciudad de Saltillo Coahuila, se espera con este tratamiento a la celestita podamos

obtener la ferrita de estroncio.

Cua (1.541874 A) 2theta
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CONCLUSIONES

1.-La celestita es un precursor muy importante del sulfato de estroncio,
2.-El analisis quimico de la celestita mostro en su mayoria picos caracteristicos de sulfato de estroncio.

3.-El tamaiio de particula menor a 400 mallas es apropiado para efectiva reaccion quimica de la celestita en los
medios utilizados

4.-Se espera que el tratamiento quimico dado a la celestita en presencia de sulfato ferroso sea efectivo para
obtener la ferrita de estroncio
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LIXIVIACION DE MINERALES UTILIZANDO REACTIVOS ORGANICOS E
INORGANICOS

José Guadalupe Moreno Cedillos' y Ma. Gloria Rosales Sosa’

RESUMEN

En el presente documento se pretende informar sobre la parte experimental sobre la lixiviacion de un mineral conocido
comunmente como Celestita, para hacer su lixiviacion experimental se usaron dos acidos uno inorganico: acido
clorhidrico y uno organico: acido citrico, lo que se pretende es poner a competir estos dos acidos para obtener datos,
los cuales nos reflejan cual de estos acidos nos tiene un mejor rendimiento de mineral mas puro, ademas de otra variable
medida aqui es el efecto del tamafio de la particula debido a que en el método experimental se puede observar una
relacion de diferencia de rendimiento al observar la diferencia del tamafio de la particula utilizada.

ABSTRACT

In this paper we intend to report on the experimental part on the leaching of a mineral commonly known as Celestita,
to make its experimental leaching two acids were used inorganic: nitric acid and one organic: citric acid, which is
intended to Compete these two acids to obtain data, which reflect us which of these acids we have a better yield of
ore,In addition to another variable measured here is the effect of the size of the piece by which in the experimental
method a relationship of the difference in performance can be observed by observing the difference in the size of the
part used.

INTRODUCCION

La celestita es un sulfato de estroncio Sr(SO4) con peso especifico de 3.9 a 4.0; dureza de 3.0 a 3.5; su color es
ligeramente azul, puede ser blanco, amarillo y raras veces verde o rojizo; a veces es fluorescente. Los componentes
del estroncio tienen una tendencia a precipitar o adsorber pequefias cantidades de manganeso, hierro y silice de
soluciones de sosa caustica.

El estado productor de celestita en México es Coahuila; en el 2012, en base a las cifras del Anuario Estadistico de la
Mineria Mexicana Ampliada, la produccion de celestita se ubico en 46,190 toneladas, teniendo un incremento de 13.6%
en relacion al afio anterior.

Eeste mineral tiende a utilizarse en la preparacion de nitrato de estroncio para fuegos artificiales, balas trazadoras y
otras sales de estroncio empleadas en el refinado de azticar de remolacha. También se usa en la industria de la energia
nuclear. En mineria el término lixiviacion se define como un proceso hidro-metaltrgico. Esto significa que, con la
ayuda del agua como medio de transporte, se usan quimicos especificos para separar los minerales valiosos (y solubles

en dichos liquidos) de los no valiosos.

Lo que se pretende demostrar es como varia el porciento de rendimiento del mineral al utilizar un acido organico como
lo es el acido citrico en lugar de un acido inorganico como lo es el 4cido clorhidrico al lixiviarse, lo que se pretende
demostrar es que puede ser mejor un acido organico, porque puede ser mas econémico utilizarse y ademas representa
un menor riesgo ecoldgico, aunque en la literatura la lixiviacion de la Celestita nos muestra que desde hace afios se ha
utilizado el 4cido clorhidrico.

METODOS Y MATERIALES

En este método experimental se tuvo que obtener primero el mineral que provenia de la Mina Santa Ana ubicada en
Cuatrocienegas Coahuila.

Al tener en nuestras manos el mineral, proseguimos a triturar en la Trituradora una cantidad de 2.5 Kg. De lo cual 1
Kg se deposité en el molino de bolas y por tltimo lo obtenido del proceso anterior se pasé al Tamizador ROTAP.

El proceso de trituracion es para obtener pedazos mas fragmentados del mineral debido a que como es entregado es en
forma de piedras grandes.

En el molino de bolas se pretende hacer atin mas pequeiio el mineral consiste en un recipiente de metal el cual contiene
bolas de diferentes pesos, las cuales iran triturando el mineral, en este proceso se requiere que ese recipiente de 4000
vueltas.

'Facultad de Ciencias Quimicas,Cuahtemosc #362 ,Zona Centro, C.P: 25000, Saltillo, Coahuila,
josemorenocedillos@uadec.edu.mx
*Facultad de Metalurgia, Monclova, Coahuila. mrosales@uadec.edu.mx
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Después de haber sido triturado el mineral se pasa al Tamizador el cual se encarga de separar el mineral en diferentes
tamafos de particulas atreves de las mayas que se han utilizado en este caso fueron mayas de medidas de 200, 325 y
400

Después de haber obtenido el material con el que se trabajo se prosigui6 a realizar la lixiviacion.

Como primer paso se requiere preparar las soluciones al 8% de acido nitrico como de 4cido citrico, para el primer caso
se tomaron 8 ml de 4cido nitrico y se agregar 92 ml de agua para el caso del acido citrico se agregaron 8 g de acido y
92 ml de agua.

Se tomaron 100 gramos de cada maya de tamafio de particula esto con el fin de realizar un ensayo con cada acido en
diferentes tiempos a 10 min y 20 min, es decir se tomaron 25 gramos para cada prueba.

Una vez pesado el mineral se prosigue a agregar a la solucion acida la cual se pondra en agitacion Magnética con una
velocidad del nimero 2 y se dejé 10 o 20 min dependiendo de cudl ensayo estuviéramos llevando a cabo. El material
utilizado fue una Parilla de calentamiento con agitador de la marca Dahian Labtech 2016062474.

Después de la agitacion se prosigue a filtrar para lo cual se necesita un papel filtro previamente pesado.

Ya una vez el papel filtro seco con nuestro mineral se pesa, para sacar el rendimiento total obtenido.

RESULTADOS

Mis resultados se interpretaran a través de graficas, las cuales mostraran el peso obtenido de cada muestra en relacion
al acido usado y el tiempo expuesto agitacion.

0 10 MIN 20MIN

==@==3cido citrico acido clorhidrico

Grafica 1. Efecto de la maya 200 en acido clorhidrico y citrico a diferentes tiempos

0 10 MIN 20MIN

==@==3cido citrico acido clorhidrico

Grafica 2. Efecto de la maya 325 en acido clorhidrico y citrico a diferentes tiempos
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Grafica 3. Efecto de la maya 400 en &cido clorhidrico y citrico a diferentes tiempos

Se determino el uso de graficas para facilitar la interpretacion de quien le este reporte, en las graficas podemos observar
el comportamiento del proceso de lixiviacion a diferentes tiempos, a diferente tamafio de particula y con diferentes
acidos.

A menor tamafio de particula con el acido citrico, es menor el rendimiento obtenido, ademas se puede deducir que el
tiempo de agitacion es proporcional también al rendimiento es decir entre mas tiempo de agitacion este expuesto mayor
sera la concentracion final mientras que con el uso del acido clorhidrico a mayor tamafio de particula mas rendimiento
se obtendra pero de igual manera lo afecta el tiempo de agitacion.

CONCLUSIONES

Se logro determinar que el efecto que tiene un acido orgénico contra uno inorganico en el proceso de lixiviacion de
celestita es diferente es decir, con el acido organico obtuvimos un mayor rendimiento que es lo que se pretendia desde
un inicio para poder ver la posibilidad de sustituir de manera permanente el uso de un acido inorgénico. Sin embargo
atn hay un camino amplio que recorrer debido a que es conveniente realizar una caracterizacion del mineral obtenido
en ambos casos para observar su grado de pureza, y saber si este puede ser un método viable para la industria de la
Celestita.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE CEPAS CON CAPACIDAD DE
BIODEGRADACION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES “COV~S”

Pérez Mireles Karen Allinet" y Conde Bajaras Eloy2
RESUMEN

En la actualidad existen diversos procesos industriales que generan gases contaminantes, que al ser de dificil
degradacion se acumulan en el ambiente, o reaccionan con otras sustancias generando compuestos peligrosos
que daflan a este, y provocan a su vez serios dafios a la salud de la poblaciéon que habita en la cercania. Un
problema principal de la generacion de gases contaminantes es la emision de los llamados Compuestos
Organicos Volatiles (COV’s), que son contaminantes toxicos ambientales prioritarios, debido a su potencial
carcinogénico y toxicidad incluso a bajas concentraciones. En México y Guanajuato existen giros artesanales e
industriales que utilizan mezclas de COV’s o componentes individuales que son dificiles de degradar, es por
esto que existen diversas tecnologias para dar tratamiento a las emisiones de estos, una alternativa viable es la
biofiltracion, esta implica la utilizacion de microorganismos aplicados en sistemas controlados, donde son
utilizadas fases bidticas previamente adaptadas a degradar un contaminante en especifico, el cual es utilizado
como uUnica fuente de carbono y energia. El presente trabajo abordd la caracterizacion de consorcios
microbianos CRI, CRII y CRII previamente identificados con capacidad de degradar COV'’s en especifico
Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xilenos “BTEX”. La caracterizacién bioquimica se desarrolld utilizando
técnicas de microbiologia convencional y bioquimicas. La caracterizacion bioquimica servira para un desarrollo
tecnologico utilizando reactores bioldgicos denominados “biofiltros™ para el tratamiento de COV s en la region
centro.

Palabras clave: actividad enzimatica, BTEX, consorcios microbianos.
INTRODUCCION

Un método de tratamiento biolégico de contaminantes gaseosos como BTEX y con sus caracteristicas
principales es la biofiltracion el cual es un proceso para el tratamiento de contaminantes gaseosos organicos e
inorganicos. En este proceso el aire contaminado pasa a través del material filtrante (lecho) donde se encuentran
adheridos los microorganismos en una biopelicula, el flujo gaseoso es transferido al medio liquido en donde los
microorganismos utilizan al contaminante como su fuente de carbon y energia, dando como resultado diéxido
de Carbono, agua, sales inorganicas, biomasa y residuos polimétricos nuevos. Los microorganismos utilizados
para la degradacion dependen de las caracteristicas de los contaminantes. La degradacion del contaminante se
da en la biopelicula formada, después de que se transfiere al medio liquido, ya que los microorganismos no
pueden tomarlo directamente de la fase gaseosa (Hernandez-Vega P., 2012). En referencia a los
microorganismos utilizados en sistemas de biofiltracion, estos pueden ser propios del material organico
filtrante, por ejemplo microorganismos presentes en suelo o compostas (Cox y col, 1993 citado por Conde
Barajas, 1999), aunque también se desarrollan consorcios especializados en la degradacion de ciertos
contaminantes para obtener mayores eficiencias de eliminacion del contaminante al tener desde un inicio
organismos adaptados y capaces de utilizarlo como fuente de carbono y energia (Hernandez-Vega P., 2012,
2002). Los microorganismos elegidos para el tratamiento de COV’s deben ser capaces de oxidar los
contaminantes en condiciones de no esterilidad, ya que los gases contaminados normalmente no tienen un
tratamiento previo como esterilidad, principalmente por cuestiones econdomicas (Hernandez-Vega P., 2012).
Para los tratamientos de aire contaminado, sin embargo, la mayoria de los microorganismos presentes en los
biofiltros son bacterias y hongos, encontrandose bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, Alcaligenes,
Bacillus  corynebacterium, Sphinogomonas, Xanthomonas, Nocardia, Mycobacterium, Rhodococcus,
Xanthobater, Clostridium y Enterobacter. En cuanto al reino fungi se pueden encontrar Phanerochaete
chrysosporium, Tramtesversicolor, Pleurotusostreatus, Aspergillus, Cladosporium, fusarum, Bjerkandera
adusta entre otros (Bedolla R. H.I., 2015). Muchos microorganismos pueden utilizar compuestos aromaticos
como Unica fuente de carbono, la degradacion de este tipo de compuestos es muy importante debido a su
naturaleza toxica, los microorganismos capaces de degradarlos previenen la acumulacion en el ambiente,
impidiendo una seria contaminacion de los suelos y agua subterranea, logrando evitar un gran dafio ecoldgico
(Bedolla R. H.I., 2015). De lo anterior se hace importante entonces la caracterizaciéon microbiologica y
bioquimica-enzimatica de microrganismos que conforman consorcios microbianos con capacidad de
biodegradacion e BTEX. Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar por técnicas
microbioldgicas convencionales y pruebas bioquimicas cepas microbianas pertenecientes a consorcios
microbianos previamente adaptados y seleccionados por su capacidad de biodegradar BTEX en fase gas
(validados de estudios previos), con la finalidad de integrar un desarrollo tecnologico de degradacion de COV's
en la region bajio denominados biofiltros.

METODOS Y MATERIALES

Obtencion de cepas microbianas. Las cepas microbianas se aislaron de muestras de suelos, el muestreo se
realizé al azar, tomandose las muestras a una profundidad de 20 cm, de acuerdo a la norma NOM-021-
RECNAT-2000 de SEMARNAT. Se tomaron muestras de suelo de tres zonas del TNM-Instituto Tecnologico
Nacional de México — Instituto Tecnologico de Celaya Guanajuato., y muestras de suelo en tres zonas agricolas
del poblado de Acolman en el Estado de México. Las muestras fueron llevadas al laboratorio para ser procesadas
y acondicionadas para obtener los consorcios microbianos. El consorcio 1 (CIR) se obtuvo de las primeras
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muestras, el consorcio 2 (CIIR) se obtuvo de las muestras de suelo agricola y el consorcio 3 (CIIIR) se elabord
con la mezcla de los dos consorcios anteriores. Adaptacién de cepas microbianas. Se realizaron una serie de
pre-incubaciones aerobias de las muestras de suelo, utilizando frascos de vidrio de un litro, en primera instancia
con thinner en una concentracion del 2% v/v por espacio de 6 a 8 meses (Hernandez-Vega P., 2012), se continuo
el proceso de adaptacion utilizando una mezcla de tolueno, etilbenceno y xilenos a una concentracion del 2%
v/v, posteriormente con una mezcla BTEX al 2% v/v y finalmente se disminuy6 la concentracion de la solucion
BTEX al 1% v/v. De las muestras de suelo se tomaron 10 g, colocandose nuevamente en frascos de vidrio de
un litro, en donde se les ajusto la humedad al 60%, se saturo la atmésfera con BTEX por espacio de 1 mes,
posteriormente se hicieron sub-muestreos los cuales se mantuvieron bajo condiciones antes mencionadas.
Preparacion de los consorcios. Este proceso se realizd mediante la técnica de centrifugacion fraccionada
extrayendo las células de las muestras de suelo saturado con solucion BTEX. De las células obtenidas se
elaboraron los consorcios, los cuales se mantuvieron en sistemas microcosmos con medio mineral (80 mL) y
solucion BTEX a una concentracion del 1% v/v, con un pH de 7.0, a una temperatura de 30°C, realizando
aireaciones semanales para asegurar la no limitacion de oxigeno de manera axénica, con un cambio del medio
mineral cada 2 semanas. El medio mineral se usé como suplemento de minerales en las etapas de adaptacion,
seleccion, preparacion de consorcios y en los ajustes de humedad en los sistemas microcosmos durante las
dinamicas de degradacion de los compuestos BTEX. Aislamiento, mantenimiento y conservacion de las
cepas. De los sistemas microcosmos se tomaron muestras de 1 mL para siembras en cajas Petri con medio agar
infusion de cerebro y corazon (BHI), las cajas Petri se mantuvieron en desecadores con una atmosfera saturada
de BTEX, utilizando un algodén impregnado de dicha solucién, a temperatura ambiente por un mes, en el cual
se siguid afiadiendo solucion BTEX al algodon bajo condiciones estériles. Posterior al procedimiento antes
mencionado, las cepas con un mayor crecimiento en el medio agar infusion de cerebro y corazon (BHI), fueron
separadas por técnicas convencionales mediante resiembra continua hasta obtener cultivos axénicos. Las cepas
axénicas se han mantenido realizando resiembras en medio agar infusion de cerebro y corazon (BHI), y agar
Nutritivo. Las cajas Petri se colocaron bajo refrigeracion y se han realizado resiembras cada mes y medio,
también se llevo a cabo la conservacion en sistemas microcosmos con medio mineral (80 mL) adicionado con
solucion BTEX 1% (v/v) y realizandose la crio-conservacion de las cepas en glicerol con solucion BTEX (2
pL), estds muestras se mantienen en refrigeracion a una temperatura de -20°C. Caracterizacion de cepas. En
este procedimiento se observd caracteristicas morfologicas (microscOpicas y macroscopicas), utilizando
pruebas bioquimicas de asimilacion de sustratos, asi como pruebas con medios selectivos y diferenciales (TSI,
MacConkey, SIM, EMB) y la técnica de tincion de Gram (Bedolla R. H.I., 2015). Para las pruebas enzimaticas-
bioquimicas se utilizoé un kit denominado APIZYM® la cual contempla un test de actividad de 19 enzimas
relacionadas con diferentes metabolismos de diferentes sustratos organicos e inorganicos. Las determinaciones
de las 19 enzimas destacan la familia de las fosfatasas, esterasas, amino peptidasas, proteasas y glicosil
hidrolasas. Para su medicion por el kit APYZIM® se realizé mediante la obtencién de un extracto enzimatico
con la metodologia de Boluda et al. (2014) y por el proveedor bioMérieux. Para la lectura de los valores
obtenidos fue mediante la carta de colores establecida por el proveedor bioMérieux.

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologia colonial. Se reactivaron las cepas axénicas de los diferentes consorcios mediante una serie de
resiembras con estria cruzada en medio solido, agar nutritivo (AN) a temperatura ambiente o a 37 °C por espacio
de 24, 48 y 72 horas. Se realiz6 una reactivacion previa a la caracterizacion morfoldgica a nivel macroscopico,
ya que algunas de las cepas se habian contaminado de sus cultivos originales. Para la verificacion de su
condicion axénica se tomaron muestras en fresco-htimedo de cada cultivo y se observo en un microscopio 6ptico
marca LEYCA en los campos de luz visible 40X y 100X su pureza o condicion axénica. De los cultivos axénicos
comprobados por microscopia Optica se observaron las caracteristicas morfologicas o coloniales que a
continuacion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas Morfolégicas de las cepas en estudio.

Cepas-Nombre ID Forma Elevacion Margen Color
CIR-C2 circular convexa entero Crema
CIIR-C1 circular convexa Entero Crema
CIIR-C2 irregular plana entero Amarilla
CIIR-C3 puntiforme convexa entero Crema
ClIR-C4 circular elevada entero Crema

CIIR-C5CH irregular convexa entero Amarilla
CIIR-C5M irregular Plana entero Crema
CIIR-C5N puntiforme convexa entero Amarilla

Morfologia celular. Del paso anterior se verificaron los cultivos en miedo solido su morfologia celular en un
microscopio optico marca LEYCA en los campos de luz visible 40X y 100X su pureza o condicion axénica,
asi. Se tomo de 200 a 250 microlitros de solucion salina al 0.85% p/p estéril, para realizar la suspension celular
en humedo o fresco. Se toma una asada de cada cultivo axénico de cada uno de los consorcios microbianos en
estudio y se realizo la suspension en portaobjetos de vidrio estériles. Las suspensiones, asi como las asadas se
realizaron en condiciones estériles en una campana de siembra de flujo laminar. También se verifico su tincion
de Gram mediante un kit marca HyCel siguiendo las instrucciones del proveedor. Ver Tabla 2.

Tabla 2. Morfologia celular y Tincién de Gram.

Cepas-Nombre ID GRAM Morfologia celular
CIR-C2 + Bacilos
CIIR-C1 + Bacilos
CIIR-C2 + Bacilos
CIIR-C3 - Cocos
CIIR-C4 + Bacilos

CIIR-C5CH - Cocos
CIIR-C5M + Bacilos
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| CIIR-C5N [ - | Cocos |

Crecimiento en medios selectivos y diferenciales (pruebas bioquimicas): TSI (triple hierro azucar). Medio
universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de glucosa,
lactosa, sacarosa y a la produccion de acido sulthidrico. Ver Tabla 3.

Tabla 3. Prueba de TSI
Cepas-Nombre ID * Produccién de Gas Produccion de acido
PICO/FONDO Sulfhidrico
CIR-C2 A/A - -
ClIR-C1 KIK -
ClIR-C3 A/A - +
CIIR-C4 KIA - -
CIIR-C5 CH A/A - -
CIIR-C5 M A/A - -
CIIR.C5N KIK - -

*

Nota: 1-Pico alcalino/fondo dcido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente fermenta la glucosa. 2-Pico dcido/fondo dcido (pico
amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa. 3-Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo
es no fermentador de aziicares. 4-La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el microorganismo produce gas. 5-El ennegrecimiento
del medio indica que el microorganismo produce dcido sulfhidrico.

Medio SIM. Es un medio semiso6lido destinado a verificar la movilidad, produccion de indol y de sulfuro de
hidrégeno en un mismo tubo. Es 1til para diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae. Ver Tabla
4.

Tabla 4. SIM

Cepas-Nombre ID Movilidad Produccién de acido
Sulfhidrico

CIR-C2
ClIR-C1
CIIR-C3
ClIR-C4
CIIR-C5 CH
CIIR-C5 M
CIIR-C5N + -

Nota: Cepas méviles: producen turbidez del medio, que se extiende mas alld de la linea de siembra. Cepas inméviles: el crecimiento se observa solamente
en la linea de siembra. Cepas SH, positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo el medio.
Cepas SH, negativas: el medio permanece sin cambio de color. Cepas indol positivas: desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de Kovac's o de
Erlich. Cepas indol negativas: sin cambio de color.

||+ ]
,

Medio EMB. Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos
Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las
especies de la familia Enterobacteriaceae. Ver Tabla 5.

Tabla 5. Medio EMB
Cepas-Nombre ID EMB
CIR-C2 -
CIIR-C1 -
CIIR-C3 -
ClIR-C4 -
CIIR-C5 CH -
CIIR-C5 M -
CIIR-C5 N -

Medio MaC Conkey.

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios
facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos.
Todas las especies de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo. Ver Tabla 6.

Tabla 6. Medio MaC Conkey
Cepas-Nombre ID MAC CONKEY

CIR-C2 Blancusca y rosada
CIIR-C1 -
CIIR-C3 -
ClIR-C4 -

ClIR-C5 CH -

ClIIR-C5 M -

CIIR-C5 N -

Pruebas Enzimaticas APIZYM.
Finalmente, la tabla 7. se muestran los resultados del APIZYM de cada una de las cepas axénicas aisladas de
los consorcios microbianos con capacidad de degradar BTEX. Ver Tabla 7.
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Enzimas MICROORGANISMOS
CLAVE CIR-C1 CIR-C2 CIIR-C1 ClIR-C2 | CIR-C3 | CIR-C4 CIIR- CIIR- CIIR-
C5CH c5M C5N

Control - - - - - - - - -
FAL
EST

EST-LIP
LIP

LEU-AA

VAL-AA

CIS-AA - - - - - - - - -

TRIP - - - - - - - - -
a-QUI - - - - - - - - -
FAC - + - - - _ _ +
n-AS-Bl-p - - - - - - - -
a-GAL - - - - - - - - -

B-GAL - - - - - - - - -

B-GRD - - - - - - - - -

a-GSD - - + - + - + - +

B-GSD - - - - - - - - -

N-a-B- - - - - - - - - -

GSMD

o-MAN - - - - - - - - -

o-FUC - - - - - - - - -

+ [+
+ [+
+-I|-
.I,.
+-I|-u
|

+ |+
e
+|+ [
+
+|+ [
+
+ |+
+ |+

Nota: Actividad enzimatica determinada mediante kit APIZYM. FAL: Fosfatasa alcalina; FAC: Fosfatasa dcida; n-AS-Bl-p: naphtol-AS-BI-
phosphohydrolasa; FHD: Fosfohidrolasa; EST: Esterasa; EST-LIP: Esterasa-lipasa; LIP: Lipasa; LEU-AA; Leucina arilamidasa; VAL-AA: Valina
arilamidasa; CIS-AA: Cisteina arilamidasa; TRIP: Tripsina; o-QUI: a-Quimiotripsina; a-GAL: a-Galactosa; 8-GAL: 8-Galactosidasa; 8-GRD: 8-
Glucoronidasa; a-GSD: a-Glucosidasa; 8-GSD: 8-Glucosidasa; N-a-8-GSMD: N-Acetil-f-D-Glucosaminidasa; a-MAN: a-Manosa; a-FUC: a-Fucosidasa).

CONCLUSIONES

Las cepas difieren en sus caracteristicas morfoldgicas coloniales excepto en el margen, en su morfologia celular y tincion
Gram, las cepas CIIR-C3. CIIR-C5CH y CIIR-C5N son cocos gram negativos, siendo las demés cepas bacilos gram
positivos. Para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa y a
la produccion de acido sulfhidrico las cepas mostraron resultados negativos. En cuanto al medio SIM que es
util para diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae el enfoque que se dio en su utilizacion fue para
encontrar movilidad lo cual se obtuvo en todas las cepas. Para el aislamiento selectivo de bacilos Gram
negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias nutricionales se utilizé el medio EMB, corroborando de esta
manera que las observaciones son correctas pues en todas las cepas el resultado fue negativo. En medio Mac
Conkey solo se obtuvieron resultados en la cepa del consorcio 1 (CIR). En todas las cepas se encontr6 actividad
de la enzima Leucina arilamidasa. Se logro rescatar las cepas y poder hacerlas crecer en agar nutritivo de manera
axénica para asi continuar con mas pruebas para su caracterizacion final, las cepas de los consorcios no crecidos
se someteran a pruebas para crecimiento en otros medios.
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR DE CEPAS DEL HONGO
BEAUVERIA BASSIANA PROVENIENTES DEL ESTADO DE GUANAJUATO.

Baifiuelos Vaquera Karla Lizeth ' y Padilla Guerrero Israel Enrique 2.
RESUMEN

Con el objetivo de la obtencion de aislados de Beauveria bassiana, para posteriores estudios de interacciones
de plantas con este hongo entomopatégeno, fue necesario tomar muestras de suelo de la rizosfera de la region
y emplear medios selectivos previamente estandarizados para el crecimiento de algunos hongos
entomopatogenos, especialmente Beauveria spp. Se seleccionaron las cepas segun la morfologia de Beauveria
y se realizo la caracterizacion molecular de cada uno de los aislados. Se sembr6 un total de 57 muestras de
suelo de las cuales se obtuvieron 35 aislados de Beauveria spp y solo a 12 se les extrajo DNA, se amplifico el
fragmento del factor de elongacion 1-a, se clono en el vector pPGEM-T easy y se transform¢é en células de E.
coli DH5a y purifico el plasmido para su posterior secuenciacion.

ABSTRACT

With the objective of obtaining Beauveria bassiana isolates, for future studies of interactions of plants with
this entomopathogenic fungus, was necessary to take soil rhizosphere samples of the region and employ
selective mediums previously standardized for some entomopathogenic fungus growth, especially Beauveria
spp. The strains were selected according to the Beauveria morphology and the molecular characterization of
each of the isolates. A total of 57 samples of soil was sown of which we obtain 35 isolates of Beauveria spp
and only 12 of its DNA was extracted, the fragment of the elongation factor 1-o was amplified, cloned into
the pGEM-T easy vector and transformed into E. coli DH5a cells, and purified the plasmid for further
sequencing.

Palabras clave: Beauveria bassiana, rizosfera, hongos entomopatdgenos, caracterizacion molecular, DNA,
Factor de elongacion 1-a.

INTRODUCCION

Los hongos entomopatégenos son microrganismos que parasitan insectos, existen aproximadamente 700
especies de hongos entomopatogenos y alrededor de 100 géneros, estos hongos son empleados en la
agricultura como control de insectos (biopesticidas) sin tomar en cuenta la interaccion simbidtica que existe
entre la planta y el endofito. Se postula que la patogenicidad de insectos es una adaptacidon que permite ciertas
especies de hongos endofitos para acceder a una fuente especializada de nitrégeno (insectos), u otros
nutrientes de insectos para intercambiarlos con carbohidratos de las plantas (Behie, et al., 2012). Las
interrelaciones entre microorganismos inciden en la interaccién suelo-planta-microorganismos-ambiente y
repercuten, de forma directa, en el crecimiento y en el desarrollo de las especies vegetales (Cano., 2011). En
la rizosfera, las raices liberan una amplia gama de compuestos que estan implicados en la atraccion de
organismos beneficiales y la formacion de asociaciones mutualistas en esta. Estos compuestos incluyen
azlcares, polisacaridos, aminodcidos, acidos aromaticos, acidos alifaticos, acidos grasos, esteroles,
compuestos fenolicos, enzimas, proteinas, reguladores del crecimiento vegetal y metabolitos secundarios
(Bradi, et. al., 2009).

Debido a que estas interacciones han sido poco documentadas, crece el interés de utilizar diversos
microorganismos, con el objetivo de proporcionarle a la planta proteccidon contra patdgenos y, al mismo
tiempo, promover el crecimiento vegetal. (Cano., 2011). Uno de los mas importantes Beauveria bassiana, que
es un hongo filamentoso de la clase Hyphomycete, division Deuteromicetes. Se caracteriza morfolégicamente
por conidios globosos a subglobosos (Rehner & Buckley., 2005). Tanto las esporas (conidios) como las hifas,
no son pigmentadas (hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano (Barron., 2001).
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Se utilizan medios muy selectivos para poder aislar este tipo de hongos, estos medios contienen antibidticos
para evitar el crecimiento de bacterias, y fungicidas como el dodine, ya que se encontré que el dodine
generalmente suprime el crecimiento de mucorales, permitiendo el lento crecimiento de colonias ocasionales
de Beauveria bassiana (Beilharz, et. al., 1982) pudiendo actuar como un buen agente selectivo.

El reconocimiento de aislados, estd basado en métodos fenotipicos como la morfologia de las esporas
(conidios) e hifas, o bioquimicos, como el perfil de proteinas extracelulares, los cuales son influenciados
grandemente por la interpretacion y dependen de un alto grado de especializacion. Una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas, es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Esta
técnica pretende aumentar el nimero de copias de fragmentos de DNA de una muestra de manera in vitro,
segun las condiciones establecidas y el propdsito de su uso. Empleando una secuencia de oligonucledtidos
conocidos, es posible aislar fragmentos no mayores de 6 kb (kilobases), y con ello explorar, detectar y aislar
fragmentos con informacion genética util. Uno de los principales marcadores moleculares utilizados para la
identificaciéon es el factor de elongacién 1-0, ya que codifica para una proteina expresada de forma
constitutiva de manera abundante, es utilizado para dirigir la expresion de genes exdgenos en células
transfectadas. Otras funciones conocidas de EF-1a en las células eucariotas son la proteolisis dependiente de
microtubulos y la ruptura de la ubiquitina. Ademas, EF-1a es regulador de la apoptosis programada (Rios.,
2011).

METODOLOGIA

Se obtuvieron 57 muestras de la rizosfera en diferentes areas naturales protegidas del estado de Guanajuato y
se prepararon con triton al 0.01%. Se sembraron todas las muestras en cajas Petri con medio suplementado
con dodine y en otro medio con los mismos componentes, adicionando cristal violeta. Se incubaron a
temperatura ambiente de 20 a 25 dias.

Se seleccionaron las colonias de hongos que concordaban con la morfologia (color blanco y consistencia
terrosa) y conidios (redondos y aglobados) de Beauveria y se resembraron para obtener los aislados. Se
pasaron a medio de resiembra y se incubo a 26 °C con foto periodo 16 horas luz/ 8 horas oscuridad hasta
observar conidiacion de los aislados.

Se realizaron diluciones de cada aislado hasta obtener 500 conidios por mL y se sembraron en medio M-100
2N. Se observo al microscopio cada muestra para observar morfologias y se resembraron aquellas cuya
morfologia de micelio y conidios concordaba a Beauveria. En cajas Petri con medio PDA, se coloco en el
centro de la caja, 100 puL de solucion de tritén al .01% con conidios para observar morfologia colonial.

Una vez seleccionadas las colonias, se prosiguidé con la extraccion de DNA por el método de fenol-
cloroformo, se amplifico el fragmento del factor de elongacion 1-a de aproximadamente 800 pb por medio de
PCR utilizando los oligos especificos para Beauveria. Dicho fragmento fue purificado y clonado al plasmido
pGEM-T easy. Posteriormente se transformd en células de de E. coli DH50 mediante transformacioén por
choque térmico, se seleccionaron aquellas células con el fragmento ligado al vector y se purifico el vector,
usando el kit GenElute™HP Plasmid Miniprep de la marca Sigma siguiendo las recomendaciones del
fabricante, para su posterior secuenciaciéon. La extraccion, amplificacion y digestion enzimética se
comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

AT Atarjea.

LCP Cuenca de la Esperanza.
MA Muestra de suelo agricola.
RPV Rincoén de Parangueo.

uG Universidad de Guanajuato.
XR Xichu.

Tabla 1. Etiqueta de las muestras segun la zona donde fueron tomadas. Se les asigné un nimero que
corresponde al numero de muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento.

De un total de 57 muestras de suelo de la rizosfera, se obtuvieron 35 colonias de Beauveria spp, las cuales se
resembraron obteniendo diferentes cepas (figural). Se observaron al microscopio conidios y micelio de cada
cepa (figura 2), la morfologia concordd con cada una de ellas a excepcion de RPV10 2- colonia

Figura 1. Obtencién de los aislados de Beauveria spp; Las flechas rojas indican la presencia de la
colonia del hongo Beauveria.

Figura 2. Micelio y conidios redondos, caracteristicos de Beauveria bassiana.
Morfologia colonial.

Para identificar entre los diferentes aislados de Beauveria spp se realiz6é una caracterizacion morfologica de
las colonias en medio PDA. Se observé un tefiido de color rosado en alguna de las cepas, lo cual se considerd
normal.

LCP19

RPV10-2 Col. 2 RPV12 RPV19 Col.1

RPV19 Col 2 UG1-2 uG4-2 XR 2-3

Figura 3. Morfologia colonial.
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Extraccion de DNA y amplificacion.

Se realizd la extraccion de 12 de las cepas para continuar con la realizacion de PCR, comprobando con
electroforesis. Hubo presencia de DNA gendémico de todas las cepas, al igual de el EF-1a.

— A q; D ) (i) () ()
e el e g bl e b .

1000pb IS
500pb — g

TeoeaEy e e e o - BTN

Figura 4. DNA genémico; se muestra que la Figura 5. Amplificacién de aproximadamente 800
extraccion se llevé a cabo de la manera correcta. pares de bases de EF-1a por PCR.

De las figuras 2 y 3; 1) AT5, 2) LCP12, 3) LCP19, 4) MA2, 5) RPV2, 6) RPV10-2 Colonia2, 7) RPV12 8)
RPV19 Colonia1, 9) RPV19 Colonia2, 10) UG1-2, 11) UG4-2, 12)XR2-3, M) Marcador.

Transformacion y purificacion.

La cepa UGI-2 no se logré transformar, por lo que solo se purificé el plasmido y se realizd el corte
enzimatico de 11 cepas, lo cual se comprobo por electroforesis. No se logré realizar el corte enzimatico de la
cepa LCP12, por lo que se repitid por triplicado.

Figura 6. Corte enzimatico; 1)AT5, 2JMA2, 3)RPV2, 4RPV10-2 Colonia2, 5)RPV12, 6)RPV19 Colonia1,
7)RPV19 Colonia2, 8)LCP12, 9)LCP19