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EXTRACTOS VEGETALES PARA EL CONTROL DE PLAGAS EN HUERTOS URBANOS
Abraham Raul Pérez Dominguez'y Yessica Torrero Garza®
RESUMEN

Dentro de los trabajos realizados anteriormente por otras instituciones cabe destacar que los resultados en la mayoria
de los extractos vegetales probados han sido aceptables para el control de la Mosquita blanca Bemissia tabacci
puntualizando el control a través de los extractos botanicos que han tomado gran importancia en esta década como
alternativa para reducir el control quimico. Por lo tanto, el campo para el control de la Mosquita blanca a través de
extractos vegetales esta abierto a nuevas opciones. Respondiendo a nuestro cuestionamiento se evaluaron extractos
obtenidos de Higuerilla Ricinus communis L., Ajo Allium sativum L., a diferentes concentraciones. Encontrandose
que la mayoria de los extractos han mostrado una efectividad aceptable resaltandose el Higuerilla .

ABSTRACT

Among the works done previously by other institutions, it should be noted that the results in most of the tested plant
extracts have been acceptable for the control of the white mosquito Bemissia tabacci L. punctualizing the control
through the botanical extracts that have taken great importance in this decade as an alternative to reduce chemical
control. Therefore, the field for the control of the white mosquito through plant extracts is open to new options.
Responding to our questioning, extracts obtained from Higuerilla Ricinus communis L., Garlic Allium sativum L.
were evaluated, at different concentrations. Finding that most of the extracts have shown an acceptable effectiveness
highlighting the Higuerilla.

Palabras Clave: Resultados, extractos vegetales, Mosquita Blanca, Higuerilla.
INTRODUCCION

Desde el principio las plantas han sido capaces de protegerse por si solas casi ante cualquier patdgeno para lograr asi
la supervivencia y su desarrollo aun antes de verse involucrado el ser humano en este papel. Debido al desarrollo de
metabolitos de manera eficiente han logrado defenderse ante la mayoria de las amenazas estando asi en un circulo de
supervivencia de especies. Para la obtencion de los metabolitos de las plantas se han desarrollado mecanismos que
van desde lo més practico hasta lo mas laborioso; se pueden obtener extractos acuosos (Bautista et al., 2000a ) o
polvos(Bautista et al.,2003a), o utilizar diferentes solventes para obtener diferentes compuestos , segun su
polaridad(Abou-Jawdah et al.,2002).

Resultados de diferentes investigaciones muestran el potencial antimicrobiano e insecticida del ajo y la higuerilla y
de otros extractos obtenidos de plantas. Dentro de los metabolitos de interés y que han desarrollado las plantas estan
los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos(Cowan, 1999). Una
investigacion sobresaliente es la de Montes et al (2000) donde evaluaron 206 especies vegetales contra 26 especies
de hongos fitopatégenos, y se encontraron que entre 32 y 51% de las plantas evaluadas interactuaban con los hongos
y causaban desde estimulacion bioldgica hasta inhibicion total.

Particularmente el Manejo de plagas ha sido basado en un control de larvas y adultos en la mayoria de las plagas
insectiles ,y unas cuantas a los huevecillos , siendo de mera importancia el ultimo, ya que si se logra interrumpir su
ciclo bioldgico desde el principio se obtendra el menor dafio posible en las plantas; Por lo tanto la investigacion que
se desarrollé esta basada en la evaluacion del efecto ovicida que puede presentar el extracto de higuerilla y de ajo
que hipotéticamente debido a los antecedentes se cree tendrén resultados favorables en los huevecillos de Bemissia
tabacci
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METODOS Y MATERIALES

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Quimica General del Instituto Tecnoldgico Superior de Abasolo
(ITESA) en el municipio de Abasolo, Guanajuato, en condiciones de temperatura de 25 +5 °C y a una Humedad
Relativa de 60 +10% .

Preparacion de extractos vegetales

Para la elaboracion del extracto vegetal de ajo se compraron los bulbos frescos y se llevaron al laboratorio donde se
pesaron 150 gramos ,se limpiaron y cortaron en rodajas muy finas; se pusieron a secar en un horno solar en un
tiempo aproximado de dos dias a una temperatura de 30 £10°C para después molerlas en mortero y llevar a pesar el
material seco que se recuper6, dando como resultado 23.9483g, el cual se dividi6 en tres partes iguales para llevar a
cabo la extraccion mediante dos solventes para obtener un compuesto con agentes polares y otro con agentes no
polares(Abou-Jawdah et al.,2002).

En la obtencién del extracto con agentes polares se utilizé 7.9828¢g de ajo molido, se coloco en un papel filtro con un
embudo y un matraz de base plana, se vaciaron 100 ml de Metanol (CH;OH) como solvente para extraer los agentes
polares, se dejo reposar durante 2 horas para lograr asi el mayor escurrimiento posible y enseguida se llevé a un
termo agitador magnético  donde se vaci6 en un matraz de bola para evaporar el solvente a la temperatura de su
punto de ebullicién y mantener lo que se extrajo en el matraz, se llevo al horno y se dejo secar durante 15minutos ,
después , se coloco en el desecador durante 15 minutos para logra el enfriado y con la ayuda de unas pinzas , para
evitar el contacto directo y afectar el peso por la humedad , se pesé en una bascula digital y se obtuvo una diferencia
del peso del matraz con el extracto y el peso del matraz arrojando el resultado 2.2 g de extracto de ajo con
ingredientes polares y para después agregar 30 ml agua destilada al matraz de bola y sacar el extracto impregnado,
se vacio en un matraz de base plana, se tapé el matraz y se guardd en refrigeracion a una temperatura de 4°C para su
conservacion ;  siguiendo el mismo procedimiento  pero utilizando como solvente el acetato de etilo
(CH3;COOCH,CH,) se extrajo los agentes no polares de 7.9828 g de ajo , después de realizar la diferencia de pesos
se obtuvo 2.2g de extracto con agentes no polares a los que posteriormente se le agregaron 10 ml de agua destilada
con 40% de propilenglicol ,para lograr asi la interaccién del agua con los agentes no polares ya que el
propilenglicol ha mostrado propiedades como emulsificador, se vacid en un matraz de base plana se tap6 y se llevo a
refrigeracion.

En el caso de la extraccion de Higuerilla se recolectaron tallos y hojas de higuerilla , se secaron a temperatura del
medio ambiente , se molid el material vegetal, se macero 100 g de materia seca en 200 ml de etanol al 50%, se dejé
macerar durante 3 dias; la mezcla fue filtrada con la ayuda de una bomba de vacio para separar el extracto ; con la
ayuda de un termo agitador magnético a una temperatura de 45°C se separé el alcohol de la solucién acuosa ,
posteriormente el extracto puro fue envasado en botellas de plastico y se colocd en refrigeracién a 4°C para su
conservacion

Establecimiento de los tratamientos y el testigo

Iniciando con el establecimiento, se recolectaron en campo hojas de tomate con huevecillos de Mosquita blanca para
el trasladado al laboratorio, donde se recortaron 9cm? de area foliar que incluyeran el nimero suficiente de
huevecillos fértiles para realizar el experimento y se hizo un pre conteo de los huevecillos en cada uno, ademas, se
desinfectaron con alcohol 15 frascos de 500 ml de capacidad y se les etiqueto segin el tratamiento y el testigo .

Para cada tratamiento y el testigo se prepararon 10 ml de solucion en 5 aspersores manuales; en el primer
aspersor(T1) se coloco 10 ml del extracto de ajo no polar, al segundo aspersor (T2)10 ml del extracto de ajo polar, al
tercer aspersor (T3) 5 ml de agua destilada y 5ml de extracto de higuerilla, al cuarto aspersor(T4) 10 ml de agua
destilada con 1.5 g de ajo seco molido ,al quinto aspersor(T) se le afiadié 10ml de agua con 0.1ml de Oberon® como
testigo comercial con efectos ovicidas; enseguida se tomaron las muestras de area foliar y se asperjo totalmente de
manera que los huevecillos quedaron completamente cubiertos ,para cada tratamiento se establecieron  tres
repeticiones cuya distribucion se muestra en la Tabla. 1. con el pre conteo de los huevecillos los cuales se
colocaron en cada uno de los frascos, se taparon con malla tul y se ajustd con la ayuda de una liga, para
posteriormente estar monitoreando cada 24 horas el nimero de adultos.



Tabla. 1. Distribucién de Tratamientos, Testigo y datos del pre conteo de huevecillos

Tratamiento Huevecillos

Tratamiento 1 R1 10
R2 24

R3 13

Tratamiento 2 R1 14
R2 14

R3 36

Tratamiento 3 R1 36
R2 35

R3 27

Tratamiento 4 R1 18
R2 16

R3 16

Testigo R1 14

R2 25

R3 22

Se monitoreo el ndmero de adultos en todos los frascos cada 24 horas durante 7 dias y los datos obtenidos se
procesaron en un Disefio Completamente al Azar.

RESULTADOS
Después de monitorear la eclosion de los huevecillos, cuyos datos se muestran en la Figura 1, se obtuvieron

resultados muy favorables en los cuales la efectividad de los Tratamientos y el Testigo es mayor al 50% (Figura 2),
sin embargo, el Tratamiento que mostro mayor efectividad es el de Higuerilla con un 99% .
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Figura 1. Conteo de adultos de cada Tratamiento Yy sus tres repeticiones durante siete dias
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Figura 2. Comparacion de la efectividad de los Tratamientos y el Testigo dada porcentaje

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos se ha manifestado que el extracto con mayor efecto ovicida ha sido el de
Higuerilla con % y en segundo lugar ha sido el extracto no polar de ajo con %; por lo tanto el resultado del
experimento se ha contrastado con la investigacién de Cuevas et al (2015 ) quien menciona a la higuerilla con un
potencial bajo para el control de larvas de Leptophobia aripa elodia y no hace mencion del potencial ovicida que
ahora ha manifestado en los huevecillos de Mosquita blanca .

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se ha manifestado que el extracto con mayor efecto ovicida ha sido el de
Higuerilla, ain se desconoce cual es la razon, pero se deduce por la consistencia del extracto el cual actia como un
tipo de pegamento evitando la eclosion del insecto, por lo tanto, al interrumpir el ciclo biolégico de la Mosquita
blanca se da un gran paso para reducir los costos de inversion para controlar al adulto ; de manera que el extracto
de higuerilla resulta una buena alternativa para el control de este insecto.
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PREFERENCIAS DE CONSUMO DE ZARZAMORA EN FRESCO EN LA ZONA METROPOLITANA DE
SALTILLO

Alejandra Yesely Mufioz Diaz y Gregorio Castro Rosales.
RESUMEN

En el presente documento se indican las preferencias de consumo de zarzamora en fresco en la zona metropolitana de
Saltillo. Es importante conocer el favoritismo de los ciudadanos hacia la zarzamora, debido a que los desperdicios
que tiene por falta de consumo. Esta investigacion se realiz6 en base de encuestas a los habitantes de Saltillo
ubicados en distintos cuadrantes de la ciudad con el fin de conocer la preferencia de toda la ciudad. El proposito es
conocer su inclinacion hacia el producto mencionado, asi como lo dispuesto a pagar. Los resultados se plantearon
mediante el método de la demanda. Se tuvo el alcance de 138 personas encuestadas. Los resultados logrados fueron
los esperados, pues aunque fueron pocos los encuestados se logro obtener las conclusiones deseadas.

ABSTRACT

In this document the consumption preferences of fresh blackberry in the Saltillo metropolitan area are indicated. It is
important to know the favoritism of citizens towards the blackberry, due to the waste it has for lack of consumption.
This investigation was carried out based on surveys of the inhabitants of Saltillo located in different quadrants of the
city in order to know the preference of the entire city. The purpose is to know your inclination towards the mentioned
product, as well as the willingness to pay. The results were raised by the demand method. The reach of 138 people
was surveyed. The results achieved were as expected, because although few respondents were able to obtain the
desired conclusions.

INTRODUCCION

La investigacién del mercado ha tenido un gran impacto en el consumo humano. La zarzamora contiene propiedades
fundamentales para el ser humano. Ademas de que contienen fibra y pocas calorias. Por sus grandes beneficios tiene
un impacto significativo en el mercado. El objetivo de la investigacién es conocer su inclinacién hacia el producto
mencionado, asi como lo dispuesto a pagar. Conociendo la preferencia del ciudadano sobre su favoritismo hacia la
presentacion de la zarzamora.

MARCO TEORICO
Escala Likert.
Es una escala de clasificacion de uso muy difundido que requiere que los encuestados indiquen el grado de acuerdo o
desacuerdo con cada una de las afirmaciones de una serie acerca del objeto de estimulo. Por lo general cada reactivo
tiene cinco categorias de respuestas, que van de “totalmente en desacuerdo” a “totalmente de acuerdo”.
1= Totalmente en desacuerdo.
2= en desacuerdo.
3= indiferente.
4= de acuerdo.
5= Totalmente de acuerdo.

Escala Semantico.

Es una escala de clasificacion de 7 puntos cuyos extremos estan asociados con etiquetas bipolares que tienen caracter
seméntico. En una aplicacion tipica, los encuestados evallan objetos sobre una serie de escalas de clasificacién por
item de 7 puntos vinculados en cada extremo a uno de dos adjetivos bipolares, como “frio” y “caliente”.

Escala de Stapel.

Es una escala de clasificacién unipolar con 10 categorias numeradas del -5 a +5, sin un punto neutral (cero). Esta
escala por lo general se presenta de manera vertical. Se pide a los encuestados que indiquen que tan precisa o
imprecisa es la descripcion que hace cada término del objeto, seleccionando una respuesta numérica apropiada para
la categoria. Cuanto mayor sea el nimero, mas precisa es la descripcion que hace el término del objeto.



METODOS Y MATERIALES

Las funciones de demanda del consumidor muestran las cantidades dptimas de cada uno de los bienes en funcién de
los precios y de la renta del consumidor. Se expresan de la forma siguiente:
xl = Xl (pl ’pzlm)

x? = x,( (p*,p?, m)
El primer miembro de cada ecuacion representa la cantidad de demanda y el segundo es la funcion que relaciona los
precios y la renta con esa cantidad.
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entre paréntesis los estadisticos t
valores p entre corchetes
* indica significativo al nivel del 10 por ciento
** indica significativo al nivel del 5 por ciento
Para logit y probit, el R? es el pseudo-R? de McFadden

CONCLUSIONES

Contamos con una poblacion del 54% del género masculino y el 46% del género masculino. De los cuales ambos
tienen un ingreso promedio mensual de $11,313.55797. Ellos se encuentran con un trabajo y tienen en su hogar por
mayoria, habitan cuatro personas.

97 personas de la poblacién encuestada conocen la zarzamora, mientras que 41 personas no tienen conocimiento
sobre ella. De las cuales 62 personas la consumen y 25 no la consumen.

Los resultados de las encuestas arrojaron que los habitantes de Saltillo prefieren la zarzamora en mermelada, pastel y
helado.

La forma de consumo por mayoria es en mermelada, en segundo lugar, en pastel y en tercer lugar en fresco.

Nuestra poblacion encuestada compra $50.00 pesos mensuales en producto, lo equivalente una caja de zarzamora.
Donde prefieren comprar en los supermercados.

Los habitantes de Saltillo, Coahuila estan dispuestos a pagar $100.00 pesos mensuales por una caja de zarzamora de
120gr.

Los valores registrados indican que prefieren 293 veces la zarzamora a cualquier otra fruta.
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CARACTERIZACION DE LA MADURACION DE JITOMATES, MANGOS Y PLATANOS MEDIANTE
COLORIMETRIA.

Vélez Ramirez Andrea Elizabeth® y Ramirez Granados Juan Carlos*

RESUMEN

Las caracteristicas organolépticas de las frutas y verduras cambian seglin la etapa de maduracion. Durante este
proceso natural existen transformaciones en su textura, aroma, sabor y color. En esta investigacion, se analiza el
cambio del color externo de mangos manila, platanos tabasco y jitomates saladette durante su maduracion. Se utilizo
una técnica de medicién del color basada en el espacio CIELAB. En este estudio se demuestra que es posible
determinar visualmente el grado de maduracién en algunas frutas y verduras a través de su color superficial. Para
este proposito, se generaron patrones de etiquetas con colores caracteristicos de las principales etapas de maduracion.
Las etiquetas pueden ser adheridas a cada fruta o verdura para comparar su color y determinar si esta inmadura,
madura o en la senescencia, facilitando al consumidor el proceso de seleccién.

ABSTRACT

The organoleptic characteristics of fruits and vegetables change according to their level of ripeness. There are
transformations during this natural process in texture, smell, taste and color. In this investigation, the change of
external color of mangos, bananas and tomatoes is analyzed during their ripeness. The technique used to measure
color is based on the CIELAB space. This study shows that it is possible to visually determine the grade of ripeness
of some fruits and vegetables through its surface color. For this purpose, patterns of labels were created with the
colors of the main stages of ripeness. The labels may be adhered to each fruit or vegetable to compare its color, and
to determine if it is immature, mature or in the senescence, making the selection process easier for the consumer.

Palabras clave: Maduracidn, frutas y verduras, colorimetria.

INTRODUCCION

El consumo de frutas y verduras ha disminuido, ya sea por economia, practicidad, disponibilidad o por la presencia
de alimentos procesados en el mercado. Las nuevas generaciones no crecen con el habito del consumo adecuado de
estos alimentos, y por ende presentan una deficiencia vitaminica. Por otra parte, el consumo suficiente de frutas y
verduras es importante ya que la ingesta inadecuada de estos alimentos es una de las principales causas de patologias
como la diabetes, canceres gastrointestinales, cardiopatias isquémicas y accidentes cerebrovasculares. (OMS, 2013)
Durante la maduracion, los frutos sufren una sucesién de importantes cambios bioquimicos y fisiolégicos que
conducen al logro de las caracteristicas sensoriales 6ptimas para su consumo. Generalmente, las caracteristicas mas
importantes son el tamafio del fruto, forma, color de la superficie, color de fondo, firmeza, contenido de sélidos
solubles, acidez, relacion de sélidos y degradacion de almidén. (Susana, 2008)

Factores sociales, técnicos y econémicos han hecho que la industria alimentaria enfrente el desafio de buscar nuevas
formas de satisfacer las necesidades de los consumidores proporcionandoles productos alimenticios visualmente
atractivos, de buen sabor, alta calidad y bajo precio. El color es una de las cualidades sensoriales mas importantes de
los alimentos. Los consumidores usualmente asocian el color de los alimentos con su sabor y aroma. Por lo tanto, el
color es un factor de calidad critico. (Collins, 2000)
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A pesar de que muchas personas han adquirido la habilidad de escoger correctamente las frutas y verduras maduras,
hay quienes por falta de experiencia no saben como escoger una fruta o verdura en su punto 6ptimo para consumo,
por lo que se requieren estrategias y herramientas que faciliten esta actividad.

Nosotros consideramos que es posible determinar el grado de maduracion de las frutas y verduras a través de su
coloracidn externa. Es por esto que el objetivo de este estudio es darle al consumidor una herramienta que le facilite
saber si un fruto esta maduro, inmaduro o en la senescencia; asi como también el nimero de dias que le faltan para
madurar, o por cuantos dias se puede considerar en un estado Optimo sin que haya comenzado el proceso de
putrefaccion. Para lograr lo anterior, se midid el color externo de los frutos durante un determinado periodo desde
que estaban inmaduros hasta que comenz6 su senescencia. También se midié la temperatura y la humedad relativa
del lugar donde estuvieron almacenados como referencia de las condiciones ambientales a las que estuvieron
expuestas las frutas y verduras utilizadas en este estudio. Esto podria favorecer al productor y consumidor, ya que
existirian menos frutos desperdiciados, y se garantizaria la seleccion y consumo de alimentos en dptimas condiciones
para aprovechar mejor sus nutrientes.

MARCO TEORICO

La madurez fisioldgica es el proceso mediante el cual un fruto se forma, se desarrolla y crece a partir de una planta o
arbol. Un fruto luego de ser cosechado continla madurando hasta lograr el sabor, aroma y otras caracteristicas
propias. La madurez organoléptica de un fruto es el estado de desarrollo en que la fruta reline las caracteristicas
deseables para su consumo tales como su color, sabor, aroma, textura, y composicion interna. (Agro, 2012)

Uno de los 4 parametros principales de la maduracion organoléptica es el color externo del fruto. Este pardmetro es
una consecuencia de las reacciones quimicas que se producen en los alimentos tras someterlos a algin proceso.
Muchas de las variaciones de color son normales y no afectan a la inocuidad; sin embargo, en ocasiones el color o las
manchas pueden ser una sefial de deterioro. (Chavarrias, 2016) Cuando se trata de alimentos, el color y la apariencia
son las impresiones mas importantes, incluso antes de que el sentido olfativo se despierte con un aroma agradable.
En el mundo actual, para los productos detras de un cristal, refrigerados, congelados, en cajas, secos, empacados sin
ventilacion y envueltos en plastico, la apariencia es mucho mas importante que su aroma. (Minolta, 2018)

En este trabajo se utilizd el color superficial de la fruta para estudiar su proceso de maduracién, ya que es de mejor
comprension y puede ser mas sencillo de utilizar en comparacion con otras caracteristicas sensoriales. Para esto, se
utiliz6 una teoria para la representacion del color.

La colorimetria es una técnica que describe y cuantifica el color de los objetos mediante la medicion de componentes
0 coordenadas cromaticas cuya combinacidn lineal da origen a todos los colores percibidos por el ojo humano. Esta
medicién del color proporciona los valores de tres componentes que estan presentes en la luz reflejada o transmitida
por un producto alimenticio. (Minolta, 2018)

Un espacio de color es un sistema de interpretacién del color, es decir, una organizacion especifica de los colores en
una imagen. Las representaciones de color dependen del modelo y de los objetos que lo poseen. Un espacio de color
puede ser arbitrario, con colores particulares asignados segln un sistema y estructurados matematicamente.

El espacio de color L*a*b*, también referido como CIELAB, es actualmente uno de los espacios de color mas
populares para evaluar el color de un objeto. Este espacio de color es ampliamente usado porque correlaciona los
valores numéricos del color de manera muy similar a la percepcion visual humana. Investigadores y productores lo
usan para evaluar los atributos de color, identificar inconsistencias y expresar sus mediciones a otras personas en
términos numéricos. En el espacio de color L*a*b*, el eje L* es el de luminosidad, y va de negro a blanco. Los otros
dos ejes son las coordenadas cromaticas a* y b*, y representan el contenido de colores complementarios verde—rojo,
y azul-amarillo, respectivamente. (Minolta, 2014)

METODOS Y MATERIALES
Se seleccionaron aleatoriamente 20 ejemplares de mango manila, 20 de platano tabasco y otros 20 de jitomate

saladette. Estos ejemplares fueron recién cortados del arbol o planta y estaban inmaduros como se muestran en la
figura 1.



Fig. 1. Ejemplares de mangos, platanos y jitomates empleados en el andlisis de su maduracién organoléptica
mediante colorimetria.

Se aplico una técnica de lavado con agua y jabon a cada fruto para retirar el polvo o cualquier suciedad y asegurar
que no afectaran su maduracion y a la medicién de su color externo. Cada fruto fue acomodado de tal manera que no
estuviera apilado y que no se tocara con otros especimenes como se muestra en la figura 1. Las frutas y verduras
utilizadas fueron cubiertas con una tela de tul para evitar el paso de insectos y al mismo tiempo permitir la adecuada
ventilacién de los ejemplares.

Para las mediciones de colorimetria se utilizd un colorimetro de precision modelo AMT5001U el cual puede
proporcionar las coordenadas cromaticas en el espacio CIELAB. Diariamente a cada ejemplar se le hicieron 10
mediciones en diferentes partes de su superficie, y se calcul6 un color promedio del ejemplar. Después se recopilé en
una base de datos esta medicion promedio y se repitio el procedimiento con los 20 ejemplares de cada tipo de fruta o
verdura. Luego, en cada dia de medicion se calcul6 el color promedio de los 20 ejemplares de cada tipo de fruta o
verdura. Este procedimiento se hizo durante 16 dias para los mangos y jitomates, y durante 13 dias para los platanos
ya que su proceso de maduracion fue mas rapido.

Durante los periodos de analisis, también se midio la temperatura del lugar donde los ejemplares fueron
almacenados; asi como la humedad relativa del aire con la ayuda de un termémetro e higrdmetro. Ademas, se tuvo
especial cuidado en que la luz solar no irradiara directamente a las frutas y verduras para que tampoco interfiriera
con el proceso de maduracidn. Una vez recopilados los datos, se hizo un andlisis estadistico del cambio de color
como funcion del tiempo durante el periodo de medicidn. Los resultados se presentan en la siguiente seccion.

RESULTADOS

Las mediciones de color representan variaciones en el proceso de maduracion de cada tipo de fruta o verdura. Aqui
se analiz6 el comportamiento del color superficial de los ejemplares y los dias en que se pueden considerar en su
punto Gptimo para consumo. Aunque se obtuvieron mediciones del parametro L*, el cual indica el contenido de
blanco o negro, no se incluyeron en estos resultados puesto que las frutas y verduras que se utilizaron en esta
investigacién no tienen tendencia hacia esas tonalidades. Por otra parte, la coloracion verde en los frutos después de
ser cosechados se debe al alto contenido de clorofilas, mismas que durante la maduracién se descomponen y dan
paso a otras sustancias y pigmentos naturales que proporcionan el color final a la fruta o verdura madura. Por
ejemplo, en el caso del jitomate saladette, la coloracion roja del fruto maduro se debe al contenido de licopeno; uno
de los pigmentos llamados carotenoides. El licopeno es una sustancia quimica eficaz en la prevencion de
cardiopatias; asi como, para prevenir diferentes tipos de cancer. (Plus, 2018)

Con respecto a la humedad relativa del aire del lugar donde las frutas y verduras fueron almacenadas para su estudio,
se observd que se mantuvo entre el 50% y el 55%; mientras que la temperatura maxima oscil6 entre los 23°C y los
27°C. Estos valores de humedad relativa y temperatura son caracteristicos de la temporada de Iluvias en verano.
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Fig. 2. Evolucion de las coordenadas cromaticas a*y b* durante la maduracion de jitomates saladette.

En la parte A de la figura 2 se puede observar la tendencia de coloracion verde a rojo en los jitomates saladette. En el
dia 1, los jitomates eran verde puesto que la coordenada a* tenia valores negativos. A partir del dia 6 la coloracién
lleg6 a su punto maximo de rojo y se mantuvo hasta su ultimo dia de medicién sin cambiar significativamente. En la
parte B se observa que la tonalidad inicial es amarilla y va disminuyendo con el paso del tiempo. Basandonos en
estas gréaficas, su dia 6ptimo de maduracion fue el sexto, por lo cual podrian ser consumidos preferentemente entre
losdias 6y 9.
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Fig. 3. Evolucion de las coordenadas croméaticas a* y b* durante la maduracién de mangos manila.

En la parte A de la figura 3 se puede observar que la coloracion verde de los mangos manila disminuyé desde el
primer dia de medicion hasta el dia 6 donde empieza a tener valores positivos que corresponden a tonos rojizos. En la
parte B podemos observar una tendencia hacia el color amarillo que alcanza su punto méximo en el dia 7 y a partir
de ahi la coloracion amarilla disminuye ligeramente. Basdndonos en este resultado se puede decir que entre los dias 6
y 9 podrian ser consumidos en su estado 6ptimo de maduracion.
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Fig. 4. Evolucidon de las coordenadas cromaticas a*y b* durante la maduracidn de platanos tabasco.

En la parte A de la figura 4 se observa que al igual que el mango, el platano mantuvo una tonalidad verde hasta el dia
6, a partir de ahi su coloracién va hacia la escala de rojos. En la parte B se puede observar que la tonalidad de
amarillo se mantiene del dia 1 hasta el 7, luego va descendiendo a una tonalidad menos amarilla. Su dia éptimo de
maduracion fue el sexto, por lo cual, el periodo de consumo preferente fue del dia 6 al 9.



Fig. 5. Patrones de etiquetas colorimétricas para determinar el grado de maduracion de jitomates saladette
(a), mangos manila (b) y platanos tabasco (c).

La figura 5 muestra los patrones para etiquetas que fueron generados con los colores caracteristicos de las diferentes
etapas del proceso de maduracion en jitomates, mangos y platanos. Estos patrones de etiquetas son las herramientas
que ayudarian al consumidor a escoger adecuadamente un fruto en su estado éptimo para consumo. Las etiquetas
podrian pegarse a cada fruto para que a través de una comparacion visual y lado a lado ayuden al consumidor a
determinar si el fruto estd maduro, inmaduro o pasado; asi como los dias antes o después de que éste estd maduro.

CONCLUSIONES

La pigmentacién verde de las frutas y verduras inmaduras se debe a su contenido de clorofilas, mismas que durante
la maduracidn organoléptica se van degradando dando lugar a otros pigmentos naturales que le dan la coloracion
especifica a cada fruta o verdura madura. Con esta investigacion se logré demostrar que es posible establecer una
relacion cualitativa y cuantitativa entre el grado de maduracion de algunas frutas y verduras, y su color superficial.
Esta caracterizacion le permite al consumidor determinar facilmente si estas frutas o verduras se encuentran en su
estado éptimo simplemente comparando los colores en las etiquetas colorimétricas con el color superficial del fruto,
facilitando la seleccién y consumo adecuado de estos alimentos.
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CARACTERIZACION DE MUTANTES Y ESPECIES SILVESTRES DE LA FAMILIA DROSOPHILIDAE
DEL CENTRO DE LA REPUBLICA

Vera Garcia, Andrea'y Riesgo Escovar, Juan R.?
RESUMEN

Los Drosophilidae son una familia de dipteros frecuentemente utilizados en experimentacion genética, en particular
Drosophila melanogaster, dado que posee un reducido nimero de cromosomas, un breve ciclo de vida y, sobre todo,
un genoma secuenciado totalmente, muy semejante al del ser humano. Sin embargo se ha estudiado poco la
diversidad de Drosophilidos en el centro de la Republica. De ahi la importancia de conocer la distribucion y
clasificacion de esta familia en el centro de la Republica Mexicana, especificamente en el estado de Querétaro. Para
poder llevar a cabo esta tarea se hizo uso de técnicas de biologia molecular como la extraccion de DNA.

ABSTRACT

The Drosophilidae is a family of dipterans insects commonly used in genetic experimentation, particularly
Drosophila melanogaster, because it has a small number of chromosomes, a short life cycle and, above all, a
completely sequenced genome very similar to humans. Regardless, there has been little work done on the diversity of
Drosophilidae in central Mexico. Hence the importance of knowing the distribution and classification of this family
in the center of the Mexican Republic, specifically in the state of Queretaro. In order to carry out this task, molecular
biology techniques, such as DNA purification, were used.

Palabras clave: Amplicon, cebador, polimerasa

INTRODUCCION

La Drosophilidae es una familia muy grande de moscas acaliptratas perteneciente a la superfamilia Ephydroidea,
cuya distribuciéon es mundial. (Markow, T. et al.; 2006) En la actualidad, la familia Drosophilidae abarca 3 952
especies distribuidas en 73 géneros, con dos subfamilias: Drosophilinae y y Steganinae ( Gottschalk, M. et al., 2008)
Los reportes muestran que se tienen alrededor de 120 especies de Drosophilidae en México, registrados
principalmente en la Sierra Madre Oriental, la franja volcanica Transmexicana (Patterson, J. et al., 1944) y los
desiertos de Sonora y Baja California. (Richmond, M. et al., 2012)

Todos los drosophilidos llevan a cabo el mismo programa de desarrollo: embriogénesis dentro del huevo, tres
estadios larvarios, un periodo de pupa de al menos cuatro dias y finalmente el imago o adulto. Su ciclo de vida
holometabolo les permite vivir en dos tipos de habitats distintos a lo largo de su vida. Durante el periodo larvario
habitan sustratos blandos como tejidos vegetales o frutales, materia organica en descomposicion, hongos, flores, en
algunos insectos o en sus fluidos. En la etapa adulta, su capacidad de vuelo les permite buscar alimento, el cual es el
mismo tipo de sustrato en el que se desarrollaron las larvas. (Powell, J., 1997)

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de moscas fueron colectadas del 11/Junio/2018 al 19/Junio/2018 dentro del campus de la UNAM en
Juriquilla. Para ello se utilizd un método tradicional, que consisti6 en cuatro botellas de PET que contenian
aproximadamente un platano maduro machacado cada una, con todo y céscara, un poco de levadura de pan, ramas de
algln arbol (para que las moscas puedan pararse dentro de la trampa), y una cantidad minima de agua para impedir
que las moscas pudieran ahogarse. A las botellas se le hizo una ranura para que por ahi pudieran entrar las moscas y
se colocaron a la sombra de un arbol. (Markow, T. et al., 2006)
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Protocolos utilizados
Purificacion de DNA Gendémico

Preparacion de buffer (100 pl): A un tubo Eppendorf agregar 12 ul EDTA (4cido etilendiamino tetraacético) [0.5M],
1.6 pl NaCl [5 M], 2.5 pl SDS (laurilsulfato sédico) [20%], 1.25 pl Tris (Tris hidroximetil aminometano) pH 8 [2
M], 5 pl Tris pH 9.2 [2 M], 0.005 g de sacarosa y aforar a 100 pl con agua desionizada.

Anestesiar moscas, usando CO,, para tomar las necesarias (5 moscas) y machacar, después agregar 50 pl de buffer.
Incubar mezcla a 68°C por 30 minutos, centrifugar 1 minuto y transferir sobrenadante a otro tubo para después
agregar 30 pl acetato de potasio [8 M]. Dejar a 4 °C por 24 horas, agregar 2.5 veces el volumen de etanol [100%], y
centrifugar a 14000 RPM por 8 minutos, decantar y agregar 200 pl de buffer TE (Tris-EDTA), afiadir fenol y agitar.
Centrifugar a 14000 RPM por 10 minutos, transferir sobrenadante a otro tubo y agregar 2.5 veces el volumen de
etanol [100%)], agregar 15 ul de acetato de potasio y volver a centrifugar a 14000 RPM por 10 minutos, después
decantar y agregar 250 ul de etanol [70%]. Centrifugar a 14000 RPM por 10 minutos, decantar y agregar 20 ul de TE
y suspender.

Hacer digestion al DNA obtenido, para esto tomar 5 pl de solucion de DNA obtenida y ponerla en un tubo Eppendorf
y agregar 2 pl de buffer de enzima de restriccion, 0.5 pl de enzima de restriccion (EcoR1) y aforar a 20 pl con agua
desionizada, después centrifugar mezcla para homogenizar e incubar a 37°C por 1 hora.

Realizar electroforesis a la digestion para separar por tamafio el DNA con ayuda de un gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio. EI gel se coloca dentro de una camara de electroforesis y en él se carga un marcador de peso
molecular y la muestra de DNA que se desea separar en carriles independientes.

Después, hacer la electroforesis en buffer TAE a 100 V por aproximadamente 30-40 minutos, y por Gltimo, colocar
gel dentro de una camara de luz UV para observar las bandas obtenidas.

Homogenado crudo para amplificar DNA por PCR

Preparacion de 1 ml buffer Squishing (SB): A un tubo Eppendorf agregar 10 pl de solucion Tris [1 M], 2 pl de
EDTA [0.5 M], 5ul de NaCl [5 M], 10 ul de Triton [10%] y aforar a 1 ml con agua desionizada.

Anestesiar 1 mosca, usando CO, y machacar, después agregar 50 pl de buffer SB y 0.5 pul de proteinasa. Incubar a
60°C por 30 minutos y después a 95°C por 2 minutos. Centrifugar 15 segundos.

Para preparacion de PCR: Agregar en un tubo especial para PCR 3 pl de solucién de DNA, 1 ul de cada uno de los
cebadores, 10 pl de buffer 2X, 0.25 pl de polimerasa Phire y aforar a 20 pl con agua para PCR., centrifugar 15 s y
meter en un termociclador siguiendo las siguientes condiciones:

Desnaturalizacién: 95 °C por 3 minutos, y

ciclos de 98 °C por 10 s.

Alineacion: 55 °C por 10 s.

Extensién: 72 °C por 15 s con 40 ciclos totales

Correr una muestra en una electroforesis, como esta descrito arriba, y analizar bandas obtenidas.

Después de corroborar que se hizo correctamente la extraccion de DNA, se utilizd el mismo protocolo de
homogenado crudo para amplificar DNA por PCR, pero ahora utilizando cebadores CO1 (Citocromo oxidasa 1, gen

universal mitocondrial) y cambiando las condiciones para la realizacion de PCR:

Desnaturalizacién: 95 °C por 3 minutos, y



Ciclos de 98 °C por 10 s.

Alineacion: 55 °C por 20 s.

Extension: 72 °C por 1 minuto por 40 ciclos totales.

Primeramente, se realizé la extraccién de DNA y PCR de los machos, después se cortaron las bandas obtenidas y

guardaron a 4 °C, para posteriormente hacer la secuenciacion de dichas bandas y conocer la secuencia, que es
especifica para cada especie, para de esta forma determinar su especie.

RESULTADOS

- "

Figura 1. Moscas machos del grupo etiquetados como 1,2y 3

Figura 2. Amplicones producto del PCR vistos en
camara de luz UV de moscas 1, 2y 3 respectivamente

Figura 3. Moscas machos del grupo etiquetadas como 4,5,6y 7

Figura 4. Amplicones producto del PCR vistas en camara de luz UV de
moscas 4, 5,5, 6y 7 respectivamente



Figura 6. Amplicon producto del PCR visto
Figura 5. Mosca macho del grupo en camara de luz UV de mosca 8
etiguetada como 8

Figura 7. Moscas machos del grupo etiquetadas como 9, 10, 11, 12y 13

Figura 8. Amplicones producto del PCR visto en
camara de luz UV de moscas 9, 10, 11, 12y 13

Figura 9. Moscas machos del grupo etiquetadas como 14, 15, 16 y 17




Figura 10. Amplicones producto del PCR visto
en camara de luz UV de moscas 15y 16

Debido a la falta de reactivos no se pudo realizar la secuenciacion de las bandas que se obtuvieron para, de esta
forma, determinar la especie a la que pertenecen las moscas recolectadas. Por esta razon, solamente se realizo la
clasificacion taxonomica segun la guia “The Drosophilidae of Mexico” de Patterson J. T. & Mainland, G. B.,
encontrando las siguientes especies:

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de especies
Drosophila victoria Drosophila mulleri
Drosophila mojavensis Drosophila simulans
Drosophila melanissima Zaprionus indianus

CONCLUSION

Este trabajo contribuye al conociiento de la diversidad y riqueza de Drosphilidae en las zonas en las que
anteriormente no se tenian registro, como es el caso del estado de Querétaro. Esto permitird en un futuro poder
realizar comparaciones entre las mismas especies que se encuentren distribuidas en diferentes regiones del pais.
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SUSCEPTIBILIDAD DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS A IVERMECTINA AL 1.2%
Aylin Elena Jaime Hernandez!, Oscar Guadalupe Barrén Bravo®y Cesar Andrés Angel Sahaguin?
RESUMEN

Los antihelminticos son utilizados para eliminar parasitos de los rumiantes. De la ivermectina se excreta el 98% en
las heces de un animal y permanece en el medio ambiente, mayormente en el suelo. Debido a que los nematodos
entomopatogenos son habitantes del suelo, son un indicador del bienestar. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la susceptibilidad de los NEP a la ivermectina al 1.2%. Los bioensayos consistieron en colocar de 200 pL de
NEP (aproximadamente 50 nematodos) y fueron expuestos a tres diferentes tratamientos, el primero con ivermectina
al 1.2%, el segundo con dimetilsulféxido al 5% vy el tercero solo con agua destilada. La susceptibilidad de las
diferentes cepas de NEP fue mayor a 48.26% y menor a 92.13.

ABSTRACT

Anthelmintics are used to Kill parasites of ruminants. Of ivermectin the 98% is excreted in the feces of an animal and
remains in the environment, mostly on the ground. Due to the fact that the entomopathogenic nematodes are
inhabitants of the soil, are an indicator of well-being. The objective of this study was to evaluate the susceptibility of
the NEP to ivermectin to 1.2%. The bioassays consisted in place of 200 pL of NEP (approximately 50 nematodes)
and were exposed to three different treatments, the first with ivermectin to 1.2%, the second with dimethyl sulfoxide
to 5% and third party only with distilled water. The susceptibility of different strains of NEP was greater than
48.26% and less than 92.13.

Palabras Clave: antihelminticos, control biol6gico, productos quimicos.
INTRODUCCION

Los antihelminticos son los farmacos que se utilizan para la eliminacion de los nematodos parasitos mayormente en
rumiantes. Dentro de las lactonas macrociclicas podemos encontrar distintos farmacos, los cuales son abamectina,
doramectina y moxidectina, entre otros (Marquez, 2003).

La ivermectina es uno de los antihelminticos mas utilizados debido a su amplio espectro y duracién contra diferentes
especies de helmintos y ectoparéasitos (Idika et al., 2017). Para el uso adecuado de la ivermectina se debe considerar
la especie, el peso corporal, el estado fisiolgico y otros aspectos para poder obtener una eficacia adecuada del
farmaco el cual actda sobre las formas larvarias asi como sobre los adultos de los distintos parasitos (Gonzélez-
Canga et al., 2009).

Més del 98% de ivermectina es excretada en las heces, aunque el porcentaje se altera dependiendo el modo de
aplicacion, la excrecién de este fArmaco puede llegar a afectar el medio ambiente ya que las heces permanecen en el
suelo o en algunos cuerpos de agua a los cuales el farmaco es arrastrado (Beynon, 2012). El suelo es el factor mas
importante para la agricultura, ademas de ser la mayor parte de los ecosistemas que se necesitan para el bienestar
humano. Para verificar el bienestar del suelo se pueden utilizar varios indicadores, entre estos esta la cantidad de
nematodos encontrados en este, los nematodos tienen gran relevancia debido a que su ciclo de vida es mas largo que
el de los microbios metabdlicamente activos, las poblaciones de los nematodos tienden a ser méas estables y debido al
conocimiento de su taxonomia ademas de que tienen un papel importante en los procesos ecoldgicos del suelo
(S&nchez-Moreno y Talavera, 2013).

Las familias Steinernematidae y Heterorhabditidae de nematodos entomopatégenos (NEP) son las mas utilizadas
como control bioldgico, ya que al utilizar los NEP se puede disminuir el uso de insecticidas y plaguicidas. Los NEP
en su etapa infectiva utilizan como hospedadores a una gran gama de insectos en estado larvario provocando en sus
hospedadores la muerte (Rodriguez et al., 2012), con la ayuda de bacterias especificas Gram-, con las que trabajan de
manera simbioética, las cuales son Xenorhabdus en la familia Steinernematidae y Photorhabdus la familia
Heterorhabditidae (Lopez-Llano y Soto-Giraldo, 2016).

El ciclo de vida de los nematodos entomopatdgenos presenta ocho estadios los cuales constan de: huevo, J1, J2, J3,
J4 (separados todos por mudas), adultos hermafroditas, machos y hembras. En J1 son transparentes, sus movimientos
son lentos y se alimentan, 10 horas después pasan a ser J2 los cuales son solo parcialmente transparentes,
aproximadamente a las 144 horas pasan a J3, pero si en el hospedero no hay suficientes nutrientes estos salen con las



células bacterianas e infecta a un nuevo hospedero, si un J3 no sale mudara a J4 a las 168 horas, los adultos hembras
y machos apareceran a las 185 horas (Sdenz y Lopez, 2011).

Sanderson et al. (2007) realizaron una investigacion durante 265 dias con distintas concentraciones de ivermectina y
en ambientes acuaticos al aire libre, en este se demostr6é que los residuos de ivermectina seguian presentes después
de los 229 dias del tratamiento. En otro estudio realizado por Prasse et al. (2009), evaluaron la ivermectina en el
agua, en este los resultados arrojaron que el 31.3% de la ivermectina aplicada inicialmente en el tratamiento se
transformd hasta los 188 dias, ademas de que con esta también se encontraron muchos otros productos de
transformacion.

Los nematodos gastrointestinales son las mayores limitantes en la produccién pecuaria, para combatir las
infestaciones de estos los ganaderos utilizan los antihelminticos como desparasitantes generales en todo el ganado.
Estos cumplen su funcién adecuadamente cuando el uso de estos es racional, mientras que si el uso no es moderado
puede llegar a provocar estragos, en la microfauna encontrada en el suelo (Toro et al., 2014). Por lo anterior el
objetivo de este trabajo fue evaluar la susceptibilidad de los NEP a la ivermectina al 1.2%.

METODOLOGIA

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de parasitologia y control biolégico (LPCB-UG) de la Universidad de
Guanajuato. Se seleccionaron tres muestras de NEP que pertenecen al LPCB-UG (M13, M18 y M40) todas obtenidas
de suelos pecuarios de Leon e Irapuato, Guanajuato.

La reproduccion de los NEP, se realiz6 en larvas de Galleria mellonella sobre cajas Petri de 100 x 15 mm, con papel
filtro humedecido con agua estéril, cuando se logré observar juveniles infectivos dejando el caddver se coloco la
larva en una trampa de White. Después de 24 horas en la trampa de White se colectaron infectivos juveniles del
liquido para para nuevamente colocarlos en una caja de Petri con papel filtro, agua estéril y nuevos insectos trampa
para cerrar el ciclo de vida. Ademés en trampa de White se pueden almacenar en una placa de pozos y llevar a cabo
un bioensayo.

Al iniciar un bioensayo se determind la concentracion de nematodos a utilizar, para esto se realizé un conteo previo
en el microscopio estereoscopico de 200 uL, para verificar que la muestra tuviera un aproximado de 50 nematodos
por pozo en la placa, en caso de ser necesario se diluy6 la muestra. Para determinar la concentracién de ivermectina
se considerd una dosis mas alta que la comercial mas comdn (1%), que es al 1.2% vy se diluyd en dimetilsulfoxido al
5% (DMSO).

Para realizar los bioensayos los NEP se distribuyeron en una placa de pozos con 24 pozos, se realizd un conteo en
cada pozo y posteriormente se procedié a colocar los diferentes tratamientos en cada pozo los cuales consistian de
ivermectina al 1.2 % diluida con dimetilsulfoxido al 5% (tratamiento 1), dimetilsulféxido al 5% (tratamiento 2) y
agua destilada (tratamiento 3). Se consideraron dos testigos el primero solo con agua (testigo negativo) y el segundo
con la solucién de dimetilsulfoxido al 5% (testigo positivo). El volumen que se obtuvo en cada pozo fue de 1200 L,
teniendo en total 3 tratamientos con cuatro repeticiones cada uno. Con cada tratamiento se utilizaron las tres
muestras de NEP (M13, M40y M18)

Para verificar la mortalidad de nematodos se incubaron a 25+1°C por 24 horas, en completa obscuridad.
Posteriormente se realizé un conteo de NEP vivos y muertos por cada pozo y se paso el contenido total a una nueva
placa con filtros de polipropileno de 25 pum, para realizar la prueba de inhibicion de la migracién larvaria y separar
los NEP muertos (con falta de motilidad) de los vivos. La nueva placa se incub6 a 25£1°C por 24 horas en completa
oscuridad. Posteriormente se retiraron los filtros y se realizé el conteo de los NEP vivos y muertos.

Los porcentajes de mortalidad fueron corregidos con la formula de Sun-Shepard’s posteriormente se realiz6 un
andlisis de varianza en el cual se utilizé un disefio de bloques al azar (Factor A: tratamiento, Factor B: muestra de
nematodo y Factor C: tiempo de realizada la inoculacion), y la prueba de Tukey con el programa estadistico
Statgraphics 16.1.18.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las condiciones en que se realizé el presente estudio se demostré que los NEP fueron susceptibles a la ivermectina
al 1.2%, en la prueba de inhibicion de la migracién larvaria y en la prueba de motilidad. Los porcentajes de
susceptibilidad variaron de 0 a 92.13%; los mayores porcentajes con todas las cepas de NEP se observaron en el
tratamiento 1 (IVM 1.2%) a las 48 horas (Tabla 1).

Se observé una susceptibilidad menor en la muestra M40 de 48.26% a las 24 horas en el tratamiento con ivermectina,
mientras en el tratamiento 2 (DMSO 5%) se obtuvo una susceptibilidad de 36.77% para M13 a las 24 horas. La



susceptibilidad mas alta se encontré en el tratamiento con ivermectina con un 92.13% en M18 a las 48 horas. Para el
tratamiento con DMSO al 5% en la muestra M18 se obtuvo la mortalidad mayor de 71.38% a las 48 horas.

DMSO: dimetilsulféxido; IVM: ivermectina; *: desviacién estandar; h: horas. Literales diferentes por columnas y por
linea son estadisticamente diferentes (P>0.05).

Tabla 1. Porcentajes de susceptibilidad de nematodos entomopatégenos aislados de suelos pecuarios a
ivermectina al 1.2% y dimetilsulfoxido al 5%.

M13 a M40 a M18 a
TRATAMIENTO
24h b 48h a 24h b 48h a 24h b 48h a
H,O/DMSO/IVM1.2% a 67.36+6.33  83.73+11.75 48.26+5.78 75.56+19.25 60.00+10.07 92.13+3.61
H,O/DMSO 5% b 36.77+5.05  55.75+12.99 43.20+3.10 55.90+20.04 53.05+7.79 71.38+3.01
H,O c 0.00=0.00 0.00=0.00 0.00=0.00 0.00=0.00 0.00=0.00 0.00=0.00

En los andlisis estadisticos el andlisis de varianza demostré que existe una diferencia significativa entre los
tratamientos (P>0.05). Con el tiempo se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa y la prueba de Tukey
formo dos grupos correspondientes a las evaluaciones de 24 y 48 horas, de estos el porcentaje de susceptibilidad fue
mas elevado para las 48 horas (P>0.05). Respecto a la muestra de nematodo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas y la prueba de Tukey formo un solo grupo con las muestras utilizadas. Respecto a los
diferentes tratamientos el andlisis estadistico encontrd una diferencia estadisticamente significativa y la prueba de
Tukey formo tres grupos distintos en los cuales el que obtuvo mayor porcentaje de susceptibilidad fue el tratamiento
que consté de IVM 1.2%, el segundo se formd con el tratamiento de DMSO 5% vy el tercer grupo fue para el
tratamiento de H20 (testigo).

Por su parte Evans et al. (2017), obtuvieron una susceptibilidad menor al 10% después de un conteo de 48 horas en
larvas del nematodo parasito Dirofilaria immitis al utilizar la prueba de inhibicion de la migracion larvaria con
ivermectina, estos resultados fueron considerablemente méas bajos que los obtenidos en el presente estudio, esto pudo
ser debido a que en este estudio el nematodo utilizado es entomopatdégeno y en teoria ha presentado mayor
exposicion al desparasitante en el suelo y le ha permito desarrollar resistencia. Mientras que Demeler et al. (2010)
obtuvieron un resultado de 15% de susceptibilidad en nematodos gastrointestinales de rumiantes al utilizar la prueba
de inhibicién de migracién larvaria utilizando la ivermectina, esto puede ser debido a que como en el estudio anterior
se utilizaron nematodos parasitos y estos probablemente han presentado mayor resistencia al producto desparasitante.

CONCLUSIONES
Los nematodos entomopatdgenos utilizados en el presente estudio son susceptibles a la ivermectina al 1.2%.
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DETECCION POR METODOS MICROBIOLOGICOS DE Salmonella spp. EN FRESAS DE
IMPORTACION COMERCIALIZADAS EN LA CIUDAD DE QUERETARO

Anaya Ponce Carlos Albertol y Nava Morales Gerardo Manuel?

RESUMEN

En los ultimos afios han aumentado los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociadas al consumo de
alimentos frescos, como las frutas. La fresa es una fruta altamente apreciada por los consumidores debido a sus
excelentes propiedades organolépticas, sin embargo se han visto involucradas en brotes de Salmonella, E. coli 0157:
H7, Hepatitis A y Norovirus, debido a que se encuentran expuestas a contaminaciones por patégenos antes, durante y
después de su cosecha. El propoésito del presente trabajo fue identificar mediante métodos microbioldgicos la
presencia y prevalencia de Salmonella spp. En fresas de importacion proveniente de EE. UU. Comercializadas en la
ciudad de Querétaro. Para ello se trataron 40 muestras siguiendo la metodologia de la NOM-210-SSA1-2014
utilizando agar Hektoen y XLD que son medios semi-selectivos para la identificacion morfol6gica de Salmonella. Se
obtuvo que solo 2 muestras de las 40 totales resultaron positivas, lo que significa que existe una prevalencia del 5%
de Salmonella en fresas de importacién, por lo que se pueden considerar un potencial medio de transmisién de
enfermedades, lo que sugiere mejorar con urgencia las practicas agricolas y de procesamiento que aseguren la
inocuidad de las frutas y vegetales, asi como la evaluacion de la calidad microbioldgica de estos productos.

ABSTRACT

In recent years, outbreaks of foodborne diseases have increased in the area of fresh foods, such as fruits.
Strawberries are a very popular fruit for consumers because they have been involved in outbreaks of Salmonella,
E. coli O157: H7, Hepatitis A and Norovirus, because they are exposed to contamination by pathogens before,
during and after of your harvest. The purpose of this work was to identify the presence and prevalence of
Salmonella spp. In strawberries imported from the EE. UU. Marketed in the city of Querétaro. For this, 40
samples were treated following the NOM-210-SSA1-2014 methodology using Hektoen and XLD agar, which are
semi-selective media for the morphological identification of Salmonella. Two samples of the 40 resulting positive
totals were obtained, which means that there is a prevalence of 5% Salmonella in the import fields, if it is
considered a potential means of disease transmission. The agricultural and processing practices that ensure the
safety of fruits and vegetables, as well as the evaluation of the microbiological quality of these products.

Palabras clave: Salmonelosis, Patégeno, Enterobacterias, fresa, importados.

INTRODUCCION

En los ultimos afios han aumentado los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) asociadas al
consumo de alimentos frescos, como las frutas. En los Estados Unidos, el porcentaje de brotes transmitidos por
frutas y verduras ha pasado de menos del 1% en los afios setenta a més del 6% en la década de los noventa
(Sivapalasingam et al., 2004). En Australia, las frutas y verduras frescas causaron el 4% de los brotes transmitidos
por alimentos entre el 2001 y el 2005 (Kirk et al., 2008). Es por ello que las autoridades sanitarias han considerado
estas patologias como un problema de salud publica. No obstante, en paises subdesarrollados las ETA causadas por
la ingesta de frutas y verduras contaminadas cada vez son mas frecuentes. Dentro de los principales
microorganismos patégenos involucrados en estos brotes estan bacterias como Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella spp. Y Listeria monocytogenes; siendo Salmonella spp. El agente causal de la mayoria de los brotes.
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Salmonella se ubica dentro de la familia Enterobacteriaceae, este género prolifera en un promedio de 18 horas y su
temperatura optima de crecimiento es de 32 — 37 °C pero es capaz de crecer dentro un amplio rango de temperatura
que va desde los 8 a 45 °C y a un pH de 4 a 8; no sobreviven a temperaturas mayores a 70 °C (Lennette, 1982). La
salmonelosis es una infeccién que se transmite principalmente en la ingesta de alimentos, se estima en Estados
Unidos que anualmente Salmonella causa 1,2 millones de enfermedades cuyos sintomas son diarreas, fiebre y
calambres abdominales, aunque puede ser causada por cualquiera de los mas de 2 500 serotipos que se han descrito
hasta hoy, los que se aislan con mayor frecuencia en México son S. enteritidis y S. typhimurium. (CDC, 2018).

La fresa es una fruta no climatérica, altamente apreciada por los consumidores debido a sus excelentes propiedades
organolépticas. Estados Unidos es el principal productor mundial y el segundo importador segin el valor. Entre
1999 y el 2000, las importaciones de fresa fresca en Estados Unidos crecieron a la tasa promedio anual de 14,9%
en valor y de 12,1% en volumen. (Figura 1)
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Figura 1. Importancia de la fresa en la economia estadounidense
(Corporacién Colombiana Internacional, 2002).

Las fresas se han visto involucradas en brotes de Salmonella, E. coli O157: H7, Hepatitis A y Norovirus, debido a
gue se encuentran expuestas a contaminaciones por microorganismos patogenos antes, durante y después de su
cosecha. En la precosecha la tierra, el agua de riego, la presencia de materia fecal humana o animal, el tipo de abono
utilizado, el aire, y las personas que cuidan las tierras de cultivo son elementos importantes a tomar en
consideracion. En la pos cosecha destacan la maquinaria y equipo, los recipientes, animales domésticos y silvestres,
los trabajadores, el polvo de la atmésfera y los vehiculos. Es por ello que deben ser buenas las condiciones sanitarias
durante el procesamiento y comercializacion; ademas es necesaria la evaluacion de la calidad microbiolégica de
estos productos, a fin de asegurar la inocuidad de los mismos.

El objetivo del presente trabajo fue identificar mediante métodos microbioldgicos la presencia y prevalencia de
Salmonella spp. En fresas de importacién proveniente de EE. UU. Comercializadas en supermercados locales en la
ciudad de Querétaro, asi como obtener aislados para posteriores analisis moleculares.

METODOS Y MATERIALES

Muestreo

Se compraron fresas frescas bajo las condiciones de ser importadas de EE.UU y estar empaquetadas en cajas
plasticas tipo clamshell’s. En total fueron 20 muestras adquiridas en 10 supermercados de la ciudad de Querétaro
(2 muestras por establecimiento). Las fresas fueron manejadas en condiciones asépticas y transportadas en una
hielera al laboratorio el mismo dia que se adquirieron.

Pre-enriguecimiento: Se pesaron 200 g + 5 g de cada muestra y se colocaron en 200 mL de agua peptonada




bufferada (BWP), se agito manualmente durante 1 min y se extrajeron los sélidos en condiciones asépticas, este
procedimiento se realiz6 por duplicado obteniendo un total de 40 muestras. Posteriormente las muestras se
incubaron durante 24 ha 37 ° + 1 °C.

Deteccion de Salmonella spp.

Enriquecimiento selectivo: Se tomaron 0.1 mL y 1 mL de los pre-enriquecimientos y se inocularon en 9 mL de
Rappaport-Vassiliadis con Novobiocina (RVS) y Tetrationato de Sodio con  Novobiocina (MKTTn)
respectivamente, los tubos con RVS se incubaron a bafio maria a 42 °C +2 °Cy losde MKTTna37°C+1°C
durante 24 h.

Aislamiento y purificacién: Los enriquecimientos selectivos se sembraron en placas de agar XLD y Hektoen, se
incubaron a 37 °C £ 1 °C durante 24 h. Se identificaron las colonias positivas por su morfologia y coloracion bajo
las condiciones del agar Hektoen donde las colonias son verdes claras, convexas y con precipitado negro por la
produccion de sulfuro de hidrégeno y en agar XDL donde las colonias son rojas con centro negro por la
precipitacién de acido sulfhidrico. A las placas positivas se le hicieron dos pases mas en su respectivo agar, para
asegurar su aislamiento y purificacion.

Almacenamiento: Una vez purificadas, se inoculo una colonia de cada muestra en Caldo Soya Tripticaseina y se
incubaron a 37 °C £ 1 °C durante 24 horas. Finalmente se almacenaron los aislamientos con glicerol para
posteriores analisis mediante métodos moleculares.

RESULTADOS

De las 40 muestras totales se lograron identificar 2 muestras positivas para Salmonella (Tabla 1), tanto en agar
Hektoen como en XLD, mostrando en este ultimo un morfo tipo “tipico” de esta bacteria al ser las colonias
redondas y negras por la produccién de &cido sulfhidrico, caracteristica que es posible visualizar gracias al citrato
férrico amonico que contiene el medio. (Figuras 1y 2)

En el agar Hektoen se presenté un morfo tipo similar donde se tomaron como positivas las colonias verdes con un
precipitado negro en el centro que al igual que en el agar XLD, la presencia de citrato férrico amonico y tiosulfato
sodico permite la visualizacion del sulfhidrico.

Tabla 1. Resultados del crecimiento de Salmonella en Agar Hektoen y XLD, en donde la
muestra 29 y 30 fueron positivas.

| S5 | o] S [ e [SSSE [ e [SSEE

1 - 11 - 21 - 31 -
2 - 12 - 22 - 32 -
3 - 13 - 23 - 33 -
4 - 14 - 24 - 34 _
5 - 15 - 25 - 35 -
6 - 16 - 26 - 36 -
7 - 17 - 27 - 37 ,
8 - 18 - 28 - 38 ,
9 - 19 - 29 + 39 _
10 - 20 - 20 + 40 B

Si hubo crecimiento +

No hubo crecimiento -

El aislamiento puro de las colonias identificadas como Salmonella no se consiguid, ya que como se observa en la




figuras 2 y 3 hubo desarrollo de otras entero bacterias que crecieron alrededor de las colonias de Salmonella, las
cuales se pueden distinguir en color amarillo resultado de la acidificacion del medio por la fermentacion de
azucares que no son fermentables por Salmonella.

N - - - €
Figura 2. Primera inoculacién de muestras en agar Figura 3. Prlme_r pase de golonlas en agar XLD, se observan
XLD, se observa la precipitacién de cido entero bacterias (colonias amarillas) fermentadoras de
sulfhidrico (colonias negras) propia de Salmonella. azucares no fermentables por Salmonella.

Lo obteniendo indica que existe una prevalencia del 5% de Salmonella en estas frutas. Sin embargo, esto no
confirma la ausencia del patégeno, asi como el aumento en su prevalencia debido a que la contaminacion puede
suceder antes, durante y después de su cosecha. En el afio en 2001 detectd la presencia de Salmonella en 143
muestras de fresas de exportacion (FDA, 2001), lo cual es preocupante puesto que la FDA (Administraciéon de
Alimentos y Medicamentos de EE. UU) y otras instituciones tienen la obligacion de examinar, evaluar y aprobar una
amplia gama de productos incluyendo alimentos que superen sus riesgos potenciales al consumidor.

Cabe mencionar que la capacidad infecciosa depende del grado de resistencia del hospedador (edad y estado
inmunitario), la matriz en que la bacteria es ingerida y el estado fisioldgico de la bacteria por lo que existe una gran
variabilidad en las estimaciones de dosis infectivas aunque cominmente se acepta que oscila entre 106 y 108
unidades formadoras de colonias (Humphrey, 2004).

A pesar de los valores cominmente aceptados, los resultados de la investigacion de diversos brotes asociados a
diferentes alimentos demuestran que en ocasiones la dosis infectiva puede ser mucho menor (Tabla 2).

Tabla 1: Dosis infectivas estimadas de Salmonella spp. (Humphrey, 1994).

Table 1 | Estimates of the infective dose of Salmonella spp.

Foodstuff Serovar Infectious dose (CFU)
Cheese Typhimurium 110
Chocolate Eastbourne <100
Napoli 10-100
Typhimurium 10
Maize snack Agona 2-45
Paprika-flavoured potato chips ~ Saint Paul, Javiana, Rubislaw <45
Peanut butter Mbandaka 10-100

Derived from epidemiological evidence of outbreaks. CFU, colony-forming units. Data taken from REE. 43.

Ejemplo esta en la investigacién de un brote de Salmonella enteritidis por la ingesta de helado contaminado en EE.
UU. Donde la dosis infectiva se estimé como menor a 28 células (Vought y Tatini, 1994).




CONCLUSIONES

Se logré identificar a Salmonella spp. En 2 muestras de 40 totales de fresas importadas de EE. UU. Dado lo obtenido
se demostrd que la fresa es un potencial medio de transmision de enfermedades causadas por Salmonella spp, entre
las posibles causas de la contaminacion por patégenos, es la exposicidén a estos antes, durante y después de su
cosecha por lo que se deben mejorar las practicas agricolas y de procesamiento que aseguren la inocuidad de las
frutas y vegetales, asi como la evaluacion de la calidad microbioldgica de estos productos.
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CRECIMIENTO TEMPRANO DE PLANTAS DE TOMATE FERTILIZADAS CON FOSFORO
MICROENCAPSULADO Y HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES

Matehuala Velazquez Claudia Isabel 'y Cardenas Flores Antonio *
RESUMEN

El fésforo es un macronutriente de vital importancia en los cultivos vegetales, sin embargo, este compuesto es escaso
para el aprovechamiento de la planta. Por ello, los fertilizantes de fosfatos han tenido una gran importancia dentro de
la produccion de vegetales. El inconveniente con esta practica, es que se excede su uso, creando eutroficacién en los
suelos. Por ello, se ha optado por utilizar nuevas tecnologias que permitan una nutricion paulatina de los cultivos sin
afectar el medio ambiente. Entre ellos se encuentran los fertilizantes encapsulados y los biofertilizantes, los cuales
estan formulados con microorganismos. En el presente trabajo se analizo6 el crecimiento vegetal de plantas de tomate
tratadas con un fertilizante encapsulado de MKP y almidén y un biofertilizante. Se determind que no existe gran
diferencia el usar un fertilizante convencional con el fertilizante encapsulado, siendo este Gltimo una gran alternativa
como sustituto del primero. Se comprob6 que la nutricidn con el encapsulado es mejor en presencia del hongo
micorricico utilizado, por lo que se puede hablar de una complementacion entre ambos fertilizantes (encapsulado y
bioldgico).

Palabras clave: Fertilizantes encapsulados, crecimiento vegetal, fésforo, micorriza, R. intraradices.
INTRODUCCION

Indudablemente, la agricultura representa un importante sector a nivel nacional, por lo que demanda
ininterrumpidamente nuevas tecnologias. Un factor de gran importancia dentro de la produccion agricola es la
nutricidn vegetal por lo que, desde hace afios, se han formulado fertilizantes que permitan al cultivo obtener todos los
nutrientes necesarios para crecer. El fosforo es un componente clave en el crecimiento vegetal, considerandose como
un macronutriente. Este se encuentra presente en las plantas como componente de fosfolipidos, nucleétidos y
moléculas transportadoras de energia, principalmente (Taiz-Zeiger, 2007). Este nutriente es aprovechado por la
planta en forma mineral, pues las raices se encargan de absorberlo en forma de fosfato (PO,®) para después
distribuirlo al resto de la célula (Hawkesford et al, 2012). El aprovechamiento de los fertilizantes fosféricos es muy
bajo, oscilando entre 10 y 30% (Navarro Garcia et al., 2014), por lo que se incrementa el uso de éstos. Este
fenémeno es debido a que el fosforo se fija al suelo (Vance, 2001) dependiendo de las condiciones en que se
encuentre, tales como pH y concentracién de otros minerales, por lo que resulta cada vez mas dificil de utilizar
eficientemente.

Actualmente estamos rumbo a una crisis de escasez de este nutriente en los suelos, dado que, a pesar de estar
presente, éste no se encuentra accesible para la planta (Fernandez, 2007). Por ello es que el uso de fertilizantes
fosfatados para mantener la produccion agricola actual va en aumento, causando un dafio medio ambiental mediante
eutroficacion, pudiendo llegar a los mantos freaticos.

Una alternativa que se ha desarrollado en los Gltimos afios es el empleo de fertilizantes encapsulados con polimeros
degradables, los cuales permiten la liberaciéon paulatina del nutriente (Zhang et al., 2000). De esta manera, nos
aseguramos que la liberacién del fosforo sea aprovechada por la planta sin llegar a una eutrofizacién en el suelo.
Aunado a esto, se ha implementado el uso de hongos micorricicos como biofertilizante, lo cual le confiere a la planta
una protecciéon mediante una relacién simbidtica (Manck y Requena, 2016) e incluso promoviendo un mejor
crecimiento de la planta. Simplemente una solucién prometedora al campo y el medio ambiente.

El objetivo de este trabajo es evaluar el crecimiento vegetal de las plantas de tomate rojo tratadas con un encapsulado
de fosfato monopotasico (MKP) y almidon, en presencia o ausencia del hongo micorricico, Rhizophagus
intraradices.

METODOLOGIA
Se us6 como modelo de estudio la planta de tomate rojo. Las capsulas de fdsforo fueron proporcionadas por el Dr.

Carlos Espinoza del Departamento de Materiales Avanzados de CIQA, las cuales fueron elaboradas a partir de
almidén, como matriz de encapsulamiento, y fosfato monopotasico (MKP) mediante la técnica de secado por



aspersion. La aplicacion de fertilizante encapsulado se realizé acorde a la concentracion de MKP y lo recomendado
para el cultivo. Los tratamientos realizados se midieron con presencia (+) y ausencia (-) del hongo micorricico
Rhizophagus intraradices, dicha cepa fue proporcionada por la empresa biofabrica Siglo XXI.

Los ensayos se realizaron en invernadero en estadio de desarrollo de plantula en macetas de 6 L. Se realizaron 4
tratamientos para nutrir a la planta: con el encapsulado de fosforo (E), con el fertilizante convencional (M), con
almidon sin fertilizante (A) y el control negativo (T), al cual no se suministro fertilizante de fosfato. Se realizaron 5
repeticiones para cada tratamiento para obtener un valor promedio. Las plantas fueron cultivadas en invernadero en
sustrato de turba: perlita, y se les proporciono en suficiencia el agua y el resto de los nutrientes esenciales a través de
fertirriego.

Las plantas se analizaron mediante muestreos destructivos realizados a los 30 dias después de siembra, en donde se
tomaron muestras cada 12 dias (5 muestreos en total). En este reporte solo se hacen expresos los datos obtenidos en
el primer muestreo, en el cual la planta sélo tiene 30 dias de siembra.

Se evalué el crecimiento de las plantas bajo estos tratamientos mediante la altura, grosor de tallo, peso fresco y seco,
y area foliar. La altura se midié desde la base del tallo hasta el apice; el grosor del tallo se midié con un vernier en la
zona mas gruesa del mismo; el peso fresco se obtuvo tras extraer la planta de la maceta (tallo, hojas y raiz), sin
considerar el sustrato (tierra), mientras que el peso seco, tras secar por 72 h a 70 °C; por ultimo, el area foliar se
determin6 con el Medidor de Area Foliar Li-3100C.

RESULTADOS Y DISCUSION

La altura y el grosor de una planta son la primera sefial de un buen crecimiento vegetal. En la Figura 1y 2 se expresa
el crecimiento medido en estos dos parametros. En la Figura 1, podemos observar que la diferencia de altura entre los
tratamientos no es visible a simple vista. Al evaluar este crecimiento, podemos observar que no existe una diferencia
significativa entre el fertilizante encapsulado con el convencional, sin embargo, cuando comparamos el tratamiento E
y el de almiddn (matriz del encapsulado), existe una diferencia notoria. Inclusive, observamos que el tratar a la planta
con el almidon es equivalente a no darle ningun nutriente de fosforo (T). Con esto podemos inferir que el almidén
por si solo tiene una repercusidn en el crecimiento de la planta. Se sospecha que éste atrapa los demas nutrientes del
medio, privandolos de la planta, sin embargo, no se logré6 comprobar dicho planteamiento. Centrandonos en los
tratamientos E (+/-) y M (+/-), observamos que existe un crecimiento ligeramente mayor en presencia del hongo
micorricico, aunque es mas notorio en el tratamiento con el encapsulado.
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Figura 1. Altura de plantas de tomate (cm) en tratamientos con almidén (A), encapsulado de fosfato (E),
fertilizante convencional (M) y control negativo (T) en presencia o ausencia de hongo micorricico, (+) y (-)
respectivamente.

Ahora bien, en la Figura 2 se presenta el diametro del tallo de las plantas. Esta caracteristica es mas notoria, dado que
es perceptible a simple vista. EI comportamiento es similar al caso de la altura, dado que los tratamientos con el
encapsulado y el fertilizante convencional se asemejan. EIl grosor con el tratamiento E es notoriamente mas grande al
control negativo (T), lo cual nos asegura que la planta estd nutrida. Nuevamente se aprecia que las plantas tratadas



con almidén tienen un tallo mas delgado y fragil que el control negativo (T). De igual manera, el grosor se ve
afectado por la presencia o ausencia del hongo, en el cual es ligeramente mayor cuando existe presencia,
exceptuando los tratamientos Ay T.
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Figura 2. Grosor de tallo (mm) de plantas de tomate en tratamientos con almidén (A), encapsulado de
fosfato (E), fertilizante convencional (M) y control negativo (T) en presencia o ausencia de hongo
micorricico, (+) y (-) respectivamente.

La humedad de una planta es caracteristica de la misma, por lo que el evaluar su peso fresco y seco brindan un
panorama de la cantidad de biomasa producida sin considerar el liquido. Por ello en la Figura 3 se hace grafico este
parametro, comparando ambos pesos. Observamos que existe una gran diferencia de pesos en todos los tratamientos.
Centrandonos en los tratamientos M y E, produjeron la mayor cantidad de biomasa, lo cual se traduce a un
crecimiento favorable. Cuando hablamos de un crecimiento favorable, hablamos de una mejor captacién de fésforo,
por lo que el mero hecho de tener un buen crecimiento -casi equiparable con el fertilizante convencional-, hablamos
de una eficiencia aceptable de liberacion del nutriente del fertilizante encapsulado. Con esta misma Figura podemos
vislumbrar la humedad de cada planta con los tratamientos, teniendo una mayor cantidad de agua en los tratamientos
My E, reflejo de una planta sana.
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Figura 3. Peso fresco contra peso seco de las Figura 4. Area foliar de las plantas con los
plantas. diferentes tratamientos.

El area foliar estd estrechamente relacionada con el crecimiento vascular de la planta y por consiguiente, en la
fotosintesis de la misma. Por lo que resulta un pardmetro de gran importancia para comprender cuadn grande es la
planta. En la Figura 4 se puede apreciar esta caracteristica, siendo las de mayor area foliar las sometidas al
tratamiento con el fertilizante convencional (M), seguidos del tratamiento con el encapsulado. Nuevamente se obtuvo



que el tratamiento con almidon fue el de menos area, inclusive menor que el control negativo. En esta parte sélo se
evalug el foliolo de la hoja de la planta de tomate.

Cabe destacar que en todas las figuras se observa una varianza grande, y ésto es debido a que las plantas no fueron
completamente uniformes. Esto es comdn, dado que hablamos de organismos completos y es complejo obtener un
crecimiento exacto e invariable. Se realizaron mas evaluaciones para analizar el comportamiento de las plantas a
través del tiempo, sin embargo en este primer muestreo se obtuvieron los resultados esperados: en el tratamiento con
almidoén no se obtuvo un buen crecimiento, de acuerdo al control negativo, mientras que las plantas tratadas con el
fertilizante encapsulado obtuvieron resultados equiparables con las tratadas con el fertilizante convencional.

CONCLUSIONES

Las plantas que crecieron con el encapsulado como fuente de fésforo crecieron de forma similar a las tratadas con el
fertilizante MKP comercial. Este comportamiento brinda evidencias de que el MKP encapsulado fue liberado al
medio y pudo ser aprovechado por el cultivo, sugiriendo su uso como alternativa y sustituto del MKP convencional,
cuyo fin es prevenir la eutroficacién generada por el mismo. Aunado a esto, se obtuvo un efecto favorable con el
biofertilizante a base del hongo micorricico, R. intraradices, en el cual, en presencia de este microorganismo,
aumentaba el crecimiento ligeramente en tratamientos M y E. Para poder obtener resultados conclusivos se debe
considerar el crecimiento de las plantas a lo largo del tiempo bajo estas mismas condiciones, sin embargo, en este
primer muestreo se obtuvieron resultados prometedores.

Se puede concluir que el empleo del fertilizante encapsulado y el hongo micorricico pueden favorecer el crecimiento
vegetal, por lo que se vuelven una alternativa ecoldgica y sustentable para la produccion agricola.
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APLICACION DE UN LATEX POLIMERICO COMESTIBLE COMO RECUBRIMIENTO PARA
ARANDANOS AZULES EN POSCOSECHA

Daniela Nataly Diaz Zepeda® y René Dario Peralta®
RESUMEN

Debido al incremento en la demanda de arandano azul, Gltimamente, los métodos para optimizar su comercializacién
han sido tema de interés. El presente trabajo estudia el efecto del Poli (acetato de vinilo-co-alcohol vinilico), como
recubrimiento de arandanos azules para prolongar su vida Util. Se evaluaron un testigo y tres tratamientos; latex
(P(VAc-co-VA)), latex con nanoparticulas de dxido de zinc (NP’sZnO) y latex con NP’sZnO y grafeno. Los frutos
se almacenaron a temperatura de 25°C y condiciones controladas de 4°C durante 8 y 16 dias. Los recubrimientos no
mostraron efectos significantes en pérdida de peso, contenido de solidos y pH. Sin embargo, se muestra un efecto
significante de la temperatura de almacenaje. Los resultados nos incentivan a evaluar mayor cantidad de frutos,
reduciendo la incertidumbre producida por factores biol6gicos.

Palabras Clave: Arandano azul; Recubrimiento; Poscosecha; Poli (acetato de vinilo-co-alcohol vinilico).
ABSTRACT

Lately, the increase of commercial demand of blueberries has led to the interest in developing methods to prolong
their shelf life. In this work, the effect of Poly (vinylacetate-co-vinyl alcohol), P(VAc-co-VA), as coating for
blueberries to increase their commercial life is studied. Three treatments were evaluated; latex (P(VAc-co-VA)),
latex with zinc oxide nanoparticles (NP"sZnO) and latex with NP"sZnO and graphene. Fruits were stored at room
temperature (25°C) and controlled conditions of 4°C for 8 and 16 days. Coatings did not show significant effects in
weight loss, solids content and pH. However, a significant effect of the storage Temperature is shown. These results
encourage us to reduce the uncertainly produced by biological factors, incrementing the quantity of blueberries in the
experiment.

Key Words: Blueberry; Coating; Postharvest; Poly (vinylacetate-co-vinyl alcohol).
INTRODUCCION

Los recubrimientos comestibles para productos alimenticios frescos constituyen una tecnologia que ha ganado
terreno en los Ultimos afios como alternativa para mejorar la calidad de los alimentos, y a la vez, proteger sus
propiedades durante el transporte y vida en anaquel. Para esto se utiliza una amplia variedad de materiales que
incluyen metales rigidos y flexibles, vidrio, plasticos flexibles, papel, peliculas y recubrimientos biodegradables, etc.
Estos recubrimientos son aplicados directamente en los alimentos como una fina capa entre algunos componentes
dentro del producto. La mayoria de las veces no contribuyen con un valor nutritivo significativo, por lo que se
consideran mas como un aditivo.

El cultivo de arandano ha aumentado su superficie a 15,000 hectareas en tan solo 4 afios y se encuentra extendido en
paises como China, Japon, Chile, Nueva Zelanda, Argentina y México. (FAO, 2017). Este crecimiento ha prosperado
en México, impulsado por la cercania con el mercado de Estados Unidos y por la diversidad climética, pues tan solo
en el afio 2015 se reportd una produccion de 15,489 toneladas con un valor de exportacion de 121 millones de
dolares (SIAP, 2016).

Los ardndanos son frutos climatéricos, es decir, su proceso de maduracién continua después de ser cortados del
arbusto, por esto la sobre madurez les afecta incipientemente, también, son susceptibles al desarrollo de
enfermedades, en su mayoria causadas por hongos (Wright, ycol. 2003). En el campo comercial, son considerables
las pérdidas generadas por el deterioro de los frutos en el periodo de poscosecha.

Hay poca bibliografia relacionada con la aplicacién de polimeros sintéticos para recubrimiento de frutos. Por esta
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razén es un tema atractivo en la actualidad. En este &mbito, destaca el uso de Poliacetato de vinilo debido a que se ha
comprobado que mejora las propiedades organolépticas del fruto (Striibing et al., 2008).A su vez, este actlia como
copolimero con el Alcohol polivinilico por accién de grupos hidroxilos formando el Poli (vinil alcohol-co-acetato de
vinilo) (Figura 1), este compuesto tiene la particularidad de ser altamente aditivo, ademas de ser de grado
alimenticio.
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poly(vinyl alcohol-ce-vinyl acetate)
Figura 1. Estructura quimica del Poli (vinil alcohol-co-acetato de vinilo)

En el presente estudio se analiza la aplicacién del Poli (vinil alcohol-co-acetato de vinilo) como recubrimiento para arandanos
azules. Dicho latex se modific6 con nanoparticulas de 6xido de zinc y grafeno, en diferentes tratamientos, esto con el fin de ser
mas efectivo contra la actividad microbiana. Se determina el efecto de dicho recubrimiento en la vida poscosecha de los frutos y
se analizan los resultados a través de ciertos pardmetros.

METODOS Y MATERIALES

Preparacion de los recubrimientos, latex polimérico poli (acetato de vinilo-co-alcohol vinilico)
Se prepararon tres recubrimientos poliméricos, sintetizados en los laboratorios de la Planta Piloto 2 del Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA). Se siguieron las fases que se describen a continuacion:

Fase 1: Destilacion del acetato de vinilo (VACc)

La destilacion de dicho monomero se llevo a cabo a presion reducida, temperatura baja y agitacion. En un matraz
bola de 1 L se vertieron 500 mL de VAc, se conectd a una columna de destilacion unida a un distribuidor, en el cual,
dos de sus salidas fueron selladas, mientras que en cada una de las dos restantes se coloc6é un matraz para
recoleccién. A continuacién, se unié una bomba de vacio, conectada a un Chiller con el fin de recolectar los
remanentes en la bomba. El producto destilado se almacend a 4°C hasta su uso en las siguientes polimerizaciones.

Fase 2: Polimerizacion

En la campana de extraccion se montd un reactor con un estopero de vidrio en la boca del centro de la tapa del
reactor, pasando la propela de acero inoxidable a través de este y se inserta en la ranura del motor de agitacion. El
mismo se utilizé en las siguientes reacciones:

Recubrimiento # 1, latex: En un reactor de 500 ml se depositaron 330g (78.74 %) de agua desionizada, 0.068g
(0.016%) de per-sulfato de amonio (APS), 0.7g (0.16 %) de do decil sulfato de sodio. En un vaso de precipitado se
pesaron 25 g de alcohol polivinilico y se reservd. Posteriormente, se afiadio el alcohol polivinilico poco a poco, a una
temperatura de 30°C y agitacion a 60 rpm, a medida que se agregaba el reactivo la velocidad subié a 190 rpm, se
dejaron transcurrir 30 min una vez que se afiadio todo el reactivo. El sistema se aislé y se pasé argdn para mantener
una atmésfera inerte. Se agit6 por un ahora mas a 60°C y 190 rpm.

En un matraz Erlenmeyer se preparé una solucion de 60g (14.31 %) de acetato de vinilo anteriormente destilado mas
4.2 g (1 %) de éter. Posteriormente, se desgasificd inyectando argon. Con la ayuda de una bomba dosificadora y una
jeringa previamente desgasificada con argdn se inyectaron 0.249 ml/min de la solucion preparada de VAc y éter en el
reactor a través de un de las bocas de la tapa a una temperatura de 60°C a 190 r.p.m. en el lapso de una hora y veinte
minutos. Posterior a la adicion de la solucién, se continu agitando por una hora mas, pero a una velocidad de 200
r.p.m.

Recubrimiento #2, latex con nanoparticulas de oxido de zinc (NP’s ZnQO): En un matraz Erlenmeyer se
depositaron 500 ml de agua desionizada y se agregaron 9.5 mg de nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO), esta
mezcla se sdnico por lapsos de 15 segundos, 4 veces. En un rector de 500 ml se depositaron 230g (78.74 %) de agua
desionizada, se agregaron 100 g de la solucién preparada con las nanoparticulas de ZnO, 0.70 g (0.016%) de
surfactante do decil sulfato de sodio (SDS).

Se monto el reactor y se inicié la agitacién mecanica a 300 r.p.m. durante 20 minutos, después de este tiempo se
agregaron 0.068g de iniciador per-sulfato de amonio (APS), se dejo agitar por 5 minutos. Posteriormente se



afiadieron 25 mg de alcohol polivinilico a 30°C y se dejé agitar por 30 min. Después se prepard una solucion de VAc
con éter, como se describi6 anteriormente y se afiadié en semicontinuo al reactor con una jeringa desgasificada. Por
Gltimo, se dejé agitando por dos horas mas.

Recubrimiento #3, latex con NP’s ZnO vy grafeno (G/ZnO): En un matraz Erlenmeyer se depositaron 250 ml de
agua desionizada y se agregaron 2.5 mg de nanoparticulas de grafeno con dxido de zinc (G/ZnO), esta mezcla se
sonico por lapsos de 15 segundos, 4 veces. En un rector de 500 ml se depositaron 230g (78.74 %) de agua tipo Mili
Q, se agregaron 100 g de la solucidn preparada con las nanoparticulas de G/Zn0Q, 0.70 g (0.016%) de surfactante do
decil sulfato de sodio (SDS). El reactor con los reactivos contenidos se sonicé en un bafio de ultrasonido por lapsos
de 30 segundos por 3 veces. Después se siguio exactamente el mismo procedimiento descrito en el segundo parrafo
del recubrimiento #3.

Aplicacion de tratamientos en arandano azul

Se utilizaron arandanos azules adquiridos en la tienda Costco, posterior a la compra se realizé una seleccion de los
mejores frutos, libres de dafio mecanico y microbiano.

Figura 2. Arandano azul adquirido para Iaexperimentaci()n

El disefio experimental consistié en un muestreo completamente al azar, factorial (dias, temperatura, tratamientos). 4
frutos X 4 dias (4, 8, 12 y 16) X 4 tratamientos (sin latex, latex, latex + NP’s ZnO y latex + NP’s ZnO/grafeno) X 2
temperaturas (4 y 25 °C) X 3 (triplicados) + 12 del dia inicial = 396 frutos.

Después de la seleccion se lavaron y desinfectaron los frutos, a continuacion, se aplicaron los recubrimientos
manualmente, y se dejaron secar con ayuda de un ventilador de pedestal.

Se eligieron 96 frutos por su tamafio similar, para calcular la pérdida de peso se etiquetaron con e diferentes colores:
24 frutos con etiqueta azul, 24 frutos con etiqueta amarilla, 24 frutos con etiqueta verde y 24 frutos con etiqueta roja,
los cuales se pesaron uno a uno.

Para la realizacidon del muestreo al azar de los frutos, se tomaron 96 frutos a los que no se les recubri6, 96 frutos a los
que se les recubrié con latex, 96 frutos que se recubrieron con latex + NP’s ZnO, 96 frutos a los que se les aplico
latex + NP’s G/ZnO.

Los frutos etiquetados y pesados para determinar la pérdida de peso fueron separados al azar en dos grupos de 12
frutos cada uno, un grupo se almaceno en una camara climatica a 4°C con una humedad del 76% vy el otro grupo se
almaceno a temperatura ambiente a 25°C sin humedad controlada.

De los frutos destinados para el muestreo al azar, se tomaron 48 frutos de cada tratamiento, los cuales se
almacenaron en una camara climatica a 4°C con una humedad del 76% y los otros 48 frutos de cada tratamiento se
almacenaron a una temperatura de 25°C sin control de humedad (temperatura ambiente). A estos frutos destinados
para muestreo al azar no se les peso, debido a las distintas pruebas, que al final terminan por destruir el fruto.

Muestreo y Pardmetros

Pérdida de peso: La pérdida de peso se evalla cada dia de muestreo en frutos independientes. Los resultados se
obtienen mediante la ecuacion 1:

% PP=(1-Pn/Pi)100 (1) *
*Dénde: %PP= porcentaje de pérdida de peso; Pn= peso final (dia de muestreo); Pi= peso inicial.
Firmeza: Esta prueba se realiza en cada uno de los frutos, para ello se emplea un texturdmetro (Texture
Technologies, TA. XTExpress, E.U.A.), el cual perfora en tres puntos diametralmente opuestos en la zona ecuatorial



de los frutos a una velocidad de 5 mm/s a una distancia de 4 mm, cuyo puntal es de 2 mm de diametro. Los
resultados son expresados como la fuerza de compresion en Newtons (N).

Solidos solubles: Con ayuda de un refractometro (Brix: 0-53% - Refractometro Digital Atago PAL-1) se mide el
concentrado de sacarosa.

Medicion del pH: EIl pH se determina utilizando un potenciémetro (Hanna Instruments Hl 2213 pH/ORP Meter).

RESULTADOS

La pérdida de peso de los ardndanos segun la Figura 3 aumentd notablemente cuando se almacenaron los frutos a
25°C (p= 0.070), perdiendo peso hasta un 60%, y almacenados a 4°C (p=<0.05) perdiendo hasta el 10% de su peso.
El tratamiento que conservo mas el peso del fruto fue el recubrimiento de Iatex con NP’s de 6xido de zinc con
grafeno y la menor conservacion ocurrié con los frutos sin recubrir.

Pérdida de peso (%)
Pérdida de peso (%)

Dias de almacenamiento 4°C Dias de almacenamiento 25°C
Figura 3. Porcentaje de pérdida de peso de los ardndanos azules con los tratamientos de poli (vinil acetato-co-alcohol

polivinilico) (sin recubrimiento, latex, latex NP’s ZnO, latex NP“s G/ZnO) almacenados a 4 y 25°C.

Los frutos con mayor firmeza fueron los almacenados a 4°C (p= 0.011) recubiertos con latex con nanoparticulas de
oOxido de zinc, con una menor firmeza a 25°C (p=0.002).
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Figura 4. Firmeza resultante de los arandanos azules con los tratamientos de poli (vinil acetato-co-alcohol polivinilico) (sin
recubrimiento, latex, latex NP’s ZnO, latex NP’s G/ZnQO) almacenados a 4 y 25°C.

Los sélidos solubles totales resultaron tener mayor porcentaje presente en los ardndanos azules almacenados a 25°C
(p<0.05) con 12.37% para los frutos sin latex. Los frutos almacenados a 4°C el porcentaje de solidos fue de 12.1%
con tratamiento de NP’s de grafeno con oxido de zinc.
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Figura 5. Sdlidos solubles totales de los arandanos azules con los tratamientos de poli (vinil acetato-co-alcohol polivinilico)
(sin recubrimiento, latex, latex NP’s ZnO, latex NP’s G/Zn0O) almacenados a 4 y 25°C.

El pH de los frutos se conservd mas acido en el almacenamiento a 4°C (p<0.05) siendo el tratamiento de NP’S de
oxido de zinc el que mantuvo el pH del fruto y a 25°C (p<0.05) se perdié mas acidos.
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Figura 6. pH de los arandanos azules con los tratamientos de poli (vinil acetato-co-alcohol polivinilico) (sin recubrimiento,
latex, latex NP’s ZnO, latex NP’s G/ZnQO) almacenados a 4 y 25°C.

CONCLUSIONES

Los recubrimientos brindaron resistencia, gran brillo y un color mas oscuro al natural del fruto, reducen la pérdida de
peso por deshidratacion, por lo que se puede decir que alargan el tiempo de vida anaquel conservandolos.
Los frutos recubiertos a una temperatura de 4°C con un 76% de humedad, estos pierden apenas la décima parte de su
peso después de 16 dias. La conservacion de los frutos a 25°C fue menor y su deshidratacién aumento
significativamente.
Los frutos utilizados en el trabajo experimental no se adquirieron enseguida de su cosecha, ya que se obtuvieron
empaquetados, por lo que el fruto podria alcanzar mas tiempo de vida anaquel si se recubriera después de su cosecha.
En pruebas con frutos, materia biologica, se debe tener una mayor cantidad de unidades experimentales debido a la
variabilidad que aportan los factores propios del organismo, en algunas pruebas, la cantidad de pulpa no fue
suficiente para obtener resultados certeros, esto nos encamina a ajustar el disefio experimental a una mayor cantidad
de frutos.
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“VISUALIZACION DE MICROORGANISMOS IMPORTANTES EN LA AGRICULTURA”
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RESUMEN

Dentro del estudio microscopico existen defectos propios de los instrumentos empleados, en los microscopios
opticos y en visualizaciones a campo claro especificamente, existe algo conocido como aberracion de la sefial, lo que
ocasiona una distorsién de pequefios detalles que caracterizan la imagen inicial. Una aplicacion para compensar
numeéricamente la degradacion de estas imagenes es la deconvolucién; esta técnica permite una restauracion versatil
del procesamiento de sefiales. Entre el estudio se sugiere que en la microscopia en campo claro y/o de fluorescencia,
la restauracién de imagenes sea una alternativa para mayor conocimiento de la morfologia celular, siendo las
bacterias E. Coli modelo de estudio. Para la solucién se emplea un conjunto de logaritmos matematicos, utilizando
una funcion, conocida como PFS, funcién de extensién de punto modelada. La PFS de un dispositivo es la imagen
de un Unico objeto. Este estudio, empled una PSF modelada teéricamente, observando y procesando imagenes de
bacterias E. Coli GFP a campo claro.

ABSTRACT

Within the microscopic study there are inherent defects of the instruments used, in the optical microscopes and in the
clear field visualizations, there is something known as aberration of the signal, which causes a distortion of small
details that characterize the initial image. An application to compensate numerically the degradation of these images
is the deconvolution; this technique allows a versatile restoration of signal processing. Among the study, it is
suggested that the microscopy in light field and / or fluorescence microscopy, the restoration of images is an
alternative for deeper knowledge of cell morphology, with the E. coli bacteria being the study model. For the
solution of defects to a set of mathematical logarithms is used, using a function, known as PFS, modeled point
extension function. The PFS of a device is the image of a unique object. This study employed a theoretically
modeled PSF, observing and processing images of E.coli GFP bacteria in the field.
Palabras clave

Deconvolucién, PSF. Microscopia a campo claro. Fluorescencia, E. Coli GFP.

l. INTRODUCCION

A lo largo de nuestra historia el hombre siempre se ha visto inmerso en emplear diferentes herramientas de la ciencia
experimental con el objetivo de estudiar aspectos fundamentales de la bioquimica y de la biologia celular. Varios
tipos de organismo y células son empleados como modelos experimentales, debido a sus caracteristicas. Las células
procariotas (bacterias) son modelos ideales. La especie mas estudiada es la enterobacteria E. coli, modelo ideal para
estudiar mecanismos bésicos de genética molecular. Los conceptos actuales de biologia molecular como la
comprension de la replicacion de ADN, expresion genética y sintesis de proteinas, se derivan de estudios realizados
en dicha bacteria. El genoma de E. coli, consiste en aproximadamente 4.6 millones de pares de bases y codifica para
alrededor de 4000 proteinas, en comparacion con el genoma humano el cual es casi mil veces mas complejo, debido
a esto proporciona ventajas para realizar una andlisis genético [1],[7].

Desde 1884 el microbidlogo Theodor Escherich comenzd estudios de microbios intestinales y su papel en la
digestién y en enfermedades intestinales. Durante esta investigacion descubrié una bacteria de crecimiento rapido a
la cual Ilamé Bacterium coli commune. En la decana de 1940, su uso en diversos estudios establecieron el uso de
E.coli como el organismo modelo bacteriano de eleccion [5].

! nstituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica A.C. (IPICYT), Nanociencias y materiales, Camino a La Presa de
San José 2055, Lomas 4 seccion, CP. 78216 San Luis Potosi, SLP - 01 444 834 2000 bqutierrez@ipicyt.edu.mx

2 Universidad Auténoma de Querétaro. Facultad de Quimica; Cerro de las campanas s/n, Centro universitario, Las Campanas, C.
P. 76010, Santiago de Querétaro, Qro., daniela.bris@yahoo.com
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Dentro de las caracteristicas que facilitan el uso de dicha bacteria son sus condiciones de crecimiento, las cuales se
encuentran bien definidas. E.coli es anaerobia facultativa y su temperatura de crecimiento optimo se encuentra
definida a 37°C. Su reproduccién se impulsa al reducir diferentes sustratos como el oxigeno, fumarato y
aminodcidos.

El ciclo de vida de E.coli se basa en el proceso denominado fisidn binaria y tiene un tiempo de reproduccién de 20 a
60 min. La mezcla de nutrientes apropiada para su crecimiento incluye glucosa, aminoacidos, vitaminas, entre otros.
Cada colonia bacteriana contiene hasta 108 células [3]. Dicha bacteria ha sido utilizada en trabajos de investigacion
como el de Herbert Boyer y Stanley Norman Cohen en donde se usaron enzimas de restriccién y plasmidos para
crear ADN recombinante lo que convirtié a E.coli como la base de la biotecnologia.

E. coli es un hospedador muy flexible para la produccion de proteinas heterélogas, esta produccion de proteinas
recombinantes implica varias expresiones de proteinas en E. coli, para ello han utilizado los plasmidos para
introducir genes en los microbios que han llevado a un alto nivel de expresion de proteinas. Una aplicacion muy Util
e importante esta tecnologia de ADN recombinante fue la produccion de insulina humana por manipulacion de E.
coli. Asi mismo las células de E. coli que han sido modificada se han utilizado en el desarrollo de vacunas,
bioremediacion y produccién de biocombustibles. [4].

La bacteria de Escherichia coli (E. coli por su abreviacion) suele tener infinidad de pruebas en materia experimental
de microbiologia, por motivo de ser una bacteria modelo, de manipulacion sencilla.

La E. coli se encuentra en el ambiente, y abundantemente en el tracto intestinal de humanos y animales, incluyendo
asi diversos grupos de cepas. El medio de reproduccion de estos microorganismos es [1].

1. METODOLOGIA
1.1 Materiales
Cubreobjetos
Portaobjetos
Cinta scotch
Valap
Pipetas pasteur
Micropipetas
Puntas
Gas comprimido
Tubos Eppendorf de 15 ml
Microtubos cénicos

1.2 Equipo e instrumentos

Plasma-Cleaner “Plasmaflo pdc-fmg”

Microscopio optico disefiado por el laboratorio de nanoestructuras I, de IPICYT.
Autoclave

111.3 Preparacioén de la muestra

Inicialmente se limpiaron cubreobjetos con gas comprimido y toallas de Kimtech para superficies, posteriormente se
colocaron uno a uno, en un rack de porcelana el cual una vez listo se coloco dentro del equipo de Plasma-Cleaner
Pdc-fmg, a una presién de 1000 mTorr por cinco minuto en la intensidad 110 Volts de luz ultravioleta. Se usaron los
vidrios y con ayuda de la cinta scotch doble cara, se elaboraron canales entre los vidrios preparados, posicionando
dos cintas a los extremos y dejando una separacion al centro, para formar un canal.

Para el cultivo celular, se esterilizo material y caldo Luria (Luria Bertani LB).

En un ambiente aséptico se colocaron dentro de un tubo eppendorf de 15 mL la cantidad de 5 mL de medio de
cultivo LB, 5 uL de antibidtico Kanamicina a una concentracién de 5 mg/L. A esto se le adiciond la cepa de bacterias
de E. Coli GFP que se tomo de un stock previamente congelado y preparado en una concentracion de glicerol del
50% y congelado a -80° C. [2]

Se incub0 a una temperatura de 28° C, 170 rpm y durante 18 horas.



Previo a la toma de muestra se diluyeron las bacterias 1/9; tomando 23 uL de bacterias y diluyendo en 243 uL de

medio LB, posteriormente a esa solucién de le adicionaron 30 uL de solucién salina a 1M. Para la fijacion de
bacterias.

De esta solucion final se tomaron de 7 a 10 uL para introducirlos en los canales anteriormente realizados con los
cubreobjetos. Se inyecto en los canales y se sell6 finalmente la apertura inicial y final del canal con valap.

La observacion a microscopio 6ptico fue trascurridos los 15 minutos de reposo de la muestra. El software LAbView
fue en el que se manipulaba el control de la platina y los contrastes de luz, etc. Se tomaron imagenes a campo claro
de las bacterias de E. Coli en foco.

Esas imagenes se procesaron en el apartado de deconvolutionLab instado en el programa de Imagel. Anteriormente
se trabajo en la solucion de la integral: PSFxy 7y = foljo[kNAp (XZ + Y2)1/2] x sin(knz{[1 — (NAP/)?] = 1})dp
para determinar la PSF especifica con la cual se trabajaron las imagenes capturadas.

Se dio el procesamiento de deconvolucién a todas las imagenes capturadas en el software mencionado anteriormente.
Las variables empleadas en la solucion de la integral para la PFS fueron; NA= 1.3, 1 = 450nm, n=1.515, 100 px en
x&Yy.[2]

1. RESULTADOS Y DISCUSION

Fig. 1.- Perfil de PSF Fig. 2.- Bacterias E. Coli Fig. 3.- Deconvolucién fig. 2 Fig. 4.- Bacteria a z= 2.0 um

" 4

Fig. 5.- B. con Fig. 6.- Formato tif, bacteria Fig. 7.- Bacterias a z= 2um Fig. 8.- Deconvolucién bact.
deconvolucion

Fig. 11.- Zoom de
deconvolucién

La restauracion imagenes mediante deconvolucion, es un paso importante de correccion de error sistematico definido
por el uso de procesadores de sefiales o imagenes, tales como los microscopios con los cuales para una medicion



cuantitativa de las intensidades de pixeles en la imagen define un mejor analisis. Si no corregimos este error
sistematico, los resultados del analisis de intensidad de la imagen podrian ser mucho mas incorrectos que si corrigé
antes del andlisis. Es establecer el cero de la imagen a procesar y analizar posteriormente.

La calidad de la imagen se distingue por la resolucién de la misma, en las imagenes procesadas se observan definidos
los contrastes de las células deconvolucionadas, cada imagen con un contraste impreciso fue modelada
matematicamente con la funcién de extensién de punto que se resolvi6 en el programador MatLab, es importante
considerar que si hay variaciones en la morfologia y estructura celular se pueden conocer numéricamente el grado de
afectacion de un célula, se encontro la forma conocida de la estructura de bacterias E. Coli, que son los bacilos, es
una célula modelo con lo que se trabaja facilmente, se observé una complicacion que implica el uso de microscopia a
campo claro ya que dado que las bacterias tienen el citoplasma incoloro y el indice de difraccion no difiere mucho
entre el vidrio y el agua, es una ubicacién subjetiva definir el foco de la bacteria, es decir en que posicionamiento de
la platina hay que trabajar para realizar una restructuracion adecuada. Sin embargo en el visualizador de iméagenes
del microscopio, LabView se logré establecer cuando las bacterias se encontraban en foco gracias a la determinacion
de un perfil de sefial que dictaba los valores en que menos oscilaba el contraste de la imagen a n valor de la posicion
z, es decir la posicion de la platina.

CONCLUSIONES

El procesamiento de sefiales constituye una serie de pasos internos dentro de un procesador de éstas mismas, en el
caso de las imégenes obtenidas a campo claro en un microscopio la resolucion de la imagen varia tanto como sea la
apertura numérica, para restaurar se us6 un apartado denominado deconvolutionlab, del programador ImageJ, se usé
para restaurar detalles de muestras de células cultivadas a un mismo parametro. Usando el algoritmo Tikhonov-
Miller.

Se afirma que el uso de la deconvolucién de restauracion de imégenes amplia el conocimiento acerca de la
morfologia de una célula bacteriana y se propone que el empleo de esta técnica abarque una investigacion en
bactericidas que causen modificaciones en la morfologia celular.

Asi como se comprende que el algoritmo es especifico para el empleo a cierto objeto y ciertas variables del equipo.
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CARACTERIZACION DE SUSTANCIAS GRASAS EN CUTICULAS DE VEGETALES

Diana Gabriela Montoya Anaya’, Lorena Vargas Rodriguez® y Gabriela Arroyo Figueroa®

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la obtencién y caracterizacion de sustancias céreas de las cuticulas de Agave
salmiana y Opuntia ficus indica (nopal). En la extraccién de sus componentes céreos, se empled la técnica de reflujo
constante en un aparato Soxhlet, ensayada con dos solventes organicos a) hexano y b) éter de petréleo, en un periodo
de 8 horas. Los resultados respecto al rendimiento (Hexano-Agave 4.5% y Eter-Agave 3.6%); Hexano-Nopal 8.8% y
Eter-Nopal 6.1%), color y olor mostraron que las ceras son distintas unas a otras. Las propiedades de punto de fusion
(P. f.) y ebullicion (P. eb.) para las ceras fueron ensayadas, con un equipo Fisher Johns, y calentando las muestras
dentro de un tubo en bafio maria respectivamente, en ambos casos monitoreando los cambios fisicos con registro de
la temperatura. Los valores 67-76.3;54-66.2 y 61.2-69.4;52.5-66.6°C para P. f. fueron determinados en los dos
extractos (hexano; éter) de agave y los dos correspondientes (hexano; éter) también para el nopal, en ese orden. En
tanto los P. eb., no se lograron concretar. Se examind ademas el indice de saponificacidn, esta técnica consistié en
calentar en reflujo contaste la muestra con una solucién hidroalcohdlica de KOH, para posteriormente titular con una
solucion de HCI. Los resultados para indice de saponificacién no se lograron precisar debido a que para las cuticulas
debié modificarse la metodologia a mayor peso de muestra (asunto de sensibilidad en la técnica). Derivado de las
perspectivas orientadas a las aplicaciones alimentarias no solo de los componentes céreos, sino también de la materia
prima (cuticulas), se investigo el contenido de oxalatos de calcio en las cuticulas, al reaccionar estequiométricamente
(los iones oxalatos) con permanganato, determinando 1.14x10°° mol y 3x10°® mol, valor para 1.81x10%g y 4.74x10™g
de cuticula de agave y de nopal respectivamente.

ABSTRACT

The objective of this investigation was the obtaining and characterization of waxy substances of the cuticles of Agave
salmiana and Opuntia ficus indica (nopal). In the extraction of its waxy components, the technique of constant reflux
was used in a Soxhlet apparatus, tested with two organic solvents a) hexane and b) petroleum ether, in a period of 8
hours. The results regarding yield (Hexane-Agave 4.5% and Ether-Agave 3.6%, Hexano-Nopal 8.8% and Ether-
Nopal 6.1%), color and odor showed that the waxes are different from each other. The properties of melting point (P.
f.) And boiling (P. eb.) For the waxes were tested, with a Fisher Johns equipment, and heating the samples inside a
tube in a water bath respectively, in both cases monitoring the physical changes with temperature recording. The
values 67-76.3, 54-66.2 and 61.2-69.4; 52.5-66.6°C for P. f. were determined in the two extracts (hexane, ether) of
agave and the two corresponding (hexane, ether) also for cactus, in that order. In as much the P. eb., They were not
possible to realize. The saponification index was also examined, this technique consisted in heating at reflux, you
counted the sample with a hydroalcoholic solution of KOH, and later titrated it with an HCI solution. The results for
the saponification index could not be determined because the cuticle method had to be modified at a higher sample
weight (subject of sensitivity in the technique). Derived from the perspectives oriented to the alimentary applications
not only of the waxy components, but also of the raw material (cuticles), the content of calcium oxalates in the
cuticles was investigated, when stoichiometrically reacting (the oxalate ions) with permanganate, determining
1.14x10-5 mol and 3x10-6 mol, value for 1.81x10-3g and 4.74x10-4g cuticle of agave and nopal respectively.

Palabras Clave: cuticula, ceras, agave, nopal.
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INTRODUCCION

Las ceras en general se han utilizado tradicionalmente para hacer velas para alumbrado, para encerar maderas, papel,

telas y cuero, y como conservante entre otros usos. La parafina es el tipo mas com(n de cera para la fabricacién de
velas; en tanto la cera de abeja ademas del uso en velas, aparece en cosméticos, farmacia y otros fines (Bennett. H,

1975). En el area alimentaria, las ceras se utilizan para recubrimiento de citricos que permite no solo mejorar el
aspecto de los mismos, sino también controlar su peso, retardar su envejecimiento y en definitiva alargar la vida
comercial de los frutos manteniendo las condiciones organolépticas de los mismos (M. Gonzalez, 2006). Por otra
parte, una fuente vegetal abundante en peso seco de ceras, es la cuticula, se trata de una estructura producto de la
evolucidn de las plantas superiores que las aisla y protege del medio externo que les rodea (Kunst y Samuels, 2003;
Shepherd y Griffiths, 2006), constituyendo un elemento estructural esencial, de importancia funcional y ecoldgica.
La ultraestructura de la cuticula varia ampliamente entre especies de plantas, tipos de 6rgano y su estado de
desarrollo (Petit-Jiménez et al., 2007). No obstante, de esta variabilidad, todas las cuticulas estdn constituidas
principalmente de dos tipos de materiales lipofilicos: cutina y ceras cuticulares (Leide et al., 2007). La cutina es el
principal componente de la cuticula, presente en una proporcion que varia desde 40 a 80 % del peso total (Bargel et
al., 2006), en tanto las ceras cuticulares son muy variadas constituyendo desde el 20 al 60 % de la masa de la cuticula
(Heredia, 2003).

Por lo mencionado anteriormente se establecié como objetivo de esta investigacion caracterizar las sustancias céreas
de cuticulas de agave y nopal para posteriores aplicaciones.

METODOLOGIA

Extraccion de sustancias céreas para cuticulas de agave y nopal. Las sustancias céreas fueron extraidas en 3g de
cuticulas de agave y nopal en aparato Soxhlet durante 8 horas con solventes de baja polaridad a) hexano y b) éter de
petréleo, los matraces utilizados para dicho proceso fueron de 250mL adicionados de 3 perlas de ebullicion. Una
fotografia del proceso extractivo para agave se presenta en la Figura 1. El rendimiento de las ceras se obtuvo a partir
de la ecuacion 1.

Rendimiento de ceras =(g (obtenidos de cera)/ 0 (empleados de cutl’cula)) * 100 [1]

Punto de fusién (P. f.). La determinacion del P. f. en las muestras extraidas se observa en las figuras 2a) y 2b), que
fue realizada utilizando el equipo Fisher Johns, se considerd para esta técnica ceras de microcristalina, abeja y
parafina.

Punto de ebullicion (P. eb.). La técnica para determinacion de los P. eb. consistio en colocar la muestra a un tubo de
ensaye, el cual fue sometido a elevadas temperaturas en bafio maria utilizando como medio para difundir el calor
aceite comestible (marca tradicional 1-2-3). Los resultados de los valores fueron confusos, debido a que las ceras
presentaron un punto de ebullicién muy elevado.

Color. Con un atlas de colores (Harald Kippers, 1979), se determind por comparacion visual el color de las ceras

tanto de cuticula de agave como de nopal.
Olor. A través del sentido del olfato se hizo la descripcion de los olores que desprenden las ceras.

Determinacién cualitativa de oxalato de calcio. Una dispersion problema de 0.25g de cuticula vegetal y 20ml agua
desionizada (reposada 3 horas y agitada vigorosamente), se mezcl6 con 5mL de una solucion tampén al 0.1 Ny pH
de 4.1 de acido acético/acetato, posteriormente, se afiadié un par de gotas de una solucién de cloruro de calcio al
0.1N. Puesto que otros iones forman un precipitado blanco, se filtré el precipitado y se disolvié en &cido sulfirico (se
afiadieron gotas), se agregd una gota de permanganato potasico al 0.1N y se calentd la muestra. Al calentarse la
solucién de permanganato potasico (de color violeta) se fue decolorando.

Determinacién cuantitativa de la cantidad de oxalato de calcio. En solucion acuosa (0.25g en 20mL de agua
desionizada) de las cuticulas de agave y nopal, se determind la concentracion de iones oxalato mediante una



titulacién con una solucién de permanganato potasico (KMnQ,) al 0.01N, el oxalato fue calentado previamente a
70°C.

Determinacién de indice de saponificacion. Se peso 0.25g de muestra en un matraz balén de 250ml, se afiadio
10ml de una solucién hidroalcohdlica de KOH al 0.7 N, posteriormente se calentd a reflujo durante 30 min, después
que se enfrio a temperatura ambiente se tituld con una solucion de HCl al 0.2 N, registrando el volumen de gasto de
acido.

Figura 1. Extraccion en Soxhlet con éter de petréleo y hexano de las sustancias céreas de cuticula de
agave.

Figura 2. Determinacion del punto de fusion de las sustancias grasas extraidas de cuticulas. a) equipo
Fisher Johns, b) muestra de cera en su punto de fusion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de las sustancias céreas extraidas de agave y nopal fue calculado utilizando la ecuacion 1, los
resultados se presentan en la tabla 1. Se obtuvo un mayor rendimiento de los extractos hexanicos para cuticulas de
agave y nopal, ademas cerca del 100% mayor los rendimientos en nopal que agave.

Tabla 1. Rendimiento de componentes céreos de cuticulas de agave y nopal extraidos en Soxlhlet

Cuticula de agave = Rendimiento (%)  Cuticula de nopal = Rendimiento (%6)
Extracto etéreo 3.6 Extracto etéreo 6.1

Extracto hexanico 45 Extracto hexanico 8.8

El punto de fusion de una cera se define como temperatura a la cual el material cambia de estado solido a liquido.
Martindale (2003). Los puntos de fusion permiten orientar hacia los tipos de moléculas presentes en los extractos, los
valores determinados se presentan en la tabla 2. Las ceras extraidas con éter de petr6leo de agave y nopal presentaron
similitud en su rango de P. f., 52-66.6°C y cercanos al referente cera de parafina 50-62°C, pero menor rango de



temperatura que las extraidas con éter (61- 76°C), las cuales ademas ahora recuerdan mas a la cera microcristalina
(61-75°C), lo cual indica que el solvente utilizado influye en su P.f.

Tabla 2. Puntos de fusion determinados para ceras extraidas de cuticulas de agave y nopal con referentes

Muestra Temperatura = Temperatura Muestra Temperatura Temperatura
inicial °C final °C inicial °C final °C
Cera de agave (Extracto etéreo) 54 66.2 Parafina 50 62
Cera de agave (Extracto 67 76.3 Cera de abeja 54 ND
hexanico)
Cera de nopal (Extracto etéreo) 52.5 66.6 Cera microcristalina 61 75
Cera de nopal (Extracto 61.2 69.4
hexanico)

Martindale (2003), cita que la parafina tiene P. f. entre 50 — 61°C, temperatura Util en fines terapéuticos y es usada
como un medio de generacion de calor por conduccion. Desde el punto de vista quimico, las parafinas provenientes
por destilacion del petréleo son alcanos en los que predominan las cadenas de carbono lineales con longitudes entre
los C20 y los C60, acompafadas de cadenas que presentan ramificaciones de C1-C6 y de hidrocarburos que
contienen en uno o varios ciclos de 5 60 6 atomos de carbono (Musser, 1998). Respecto a la cera de abeja, se
determind solo la Temperatura inicial de 54°C, Coggshall, W L et al. (1984), reportaron un P.f de 48- 68°C,
temperatura a la cual se utiliza para fabricacion de velas. En el caso de la microcristalina, los valores aqui reportados
61-75°C, difieren significativamente en la temperatura final con valores de 60-91°C por Yukiko Eto (2010).

Figura 3. Color de las ceras de agave y nopal. A) coordenadas Azo:Moo en cuadrante Nqg para éter en agave,

B) con coordenadas A7o:Moo en cuadrante N3g para hexano en agave, C) Las coordenadas Cszo:A40 €n el cuadrante

Noo Y, D) coordenadas Cso:Aso sobre el mismo cuadrante para éter:hexano en nopal respectivamente. Evaluado
en la comparacion con la gama de colores del Atlas.

En cuanto a la observacion del color los resultados se muestran en la figura 3; y del olor, las ceras extraidas en
general recuerdan a la glicerina y todas excepto la de nopal-hexano se mezcla con un aroma a pencas (vegetal-
fresco).

En la determinacion de oxalatos de calcio, la prueba cualitativa brind6 resultado positivo para ambas cuticulas de
agave y nopal; no obstante, de la observacion visual, la cuticula de agave presenta mayor contenido, segin lo
indicado en la técnica para el cambio de color del permanganato, ver figura 4.

Figura 4. Determinacion de oxalato de Ca en solucién de cuticula. Caso fotografiado cuticula de nopal.
Técnica cualitativa. A laizquierda, el color violeta en muestras que evidencia presencia de oxalatos; a la
derecha, misma solucién luego de haber calentado.



Se ha reportado que en algunas especies del género Agave, se encuentran cristales de oxalato de calcio almacenados
en depdsitos localizados sobre la superficie cuticular, los cuales pueden estar presentes en diversas formas, estos se
convierten en un sistema de defensa contra insectos y animales (Salinas et al., 2001). Es bien sabido que el nopal
contiene cantidades importantes de minerales entre ellos calcio, encontrandose en forma de cristales de oxalato o en
forma libre. Rodriguez et al. (2007), reportan que tanto el contenido de calcio variando linealmente y el incremento
de tamafio del cristal de oxalato de calcio dependen de la madurez del cladodio al mismo tiempo. Otros trabajos
como el de Kostman et al. (2001), han demostrado que el acido oxalico es sintetizado en plantas con capacidad de
acumularlo, caso de las Opuntias. Asi mismo, McConn and Nakata (2004), reportaron que la baja disponibilidad de
calcio en el nopal esta relacionada con la formacion de sales de acido oxalico. En el ensayo, la titulacion triplicada de
oxalatos de calcio con KMnO, (0.01N), comprendi6 la siguiente reaccion;

5C,04% + 2 Mn0, + 16 H—» 10 C0, + 2 Mn** + 8 H,0

que para cuticula de agave y de nopal se determin6 el mayor valor promedio, 3x10°® mol en agave respecto a 1.14x

10 mol del nopal. Estos valores deben reforzarse con mayor experimentacion y técnicas mas sensibles, debido a las
cifras tan pequefias aqui determinadas.

CONCLUSIONES

La caracterizacion de los extractos etéreos y hexanicos de cuticulas de Agave salmiana y Opuntia ficus indica
(nopal), obtenidos en la presente investigacion demostraron ser diferentes unas a otras; por ejemplo, los extractos
etéreos mostraron similitudes con la parafina en su P. f., en tanto los hexanicos fueron méas cercanos al de la cera
microcristalina. Por lo que se puede estimar aplicaciones de estos extractos cuticulares, pero ain més por ahora
asociar a la composicion quimica molecular. Por ultimo, se destaca la elevada resistencia quimica y térmica
cuticular, demostrada con las condiciones de obtencion (8h de reflujo constante) de la misma.
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EFECTO PROMOTOR DE CRECIMIENTO DE PLANTAS DE BACTERIAS DE SUELO DEL AREA
NATURAL PROTEGIDA CERRO DEL CULIACAN

Diana Penélope Ramirez Aguirre' y Blanca Estela Gémez Luna?
RESUMEN

En el presente proyecto se llevaron a cabo estudios de bacterias que promuevan el crecimiento de plantas del area
natural protegida del cerro de Culiacan de Guanajuato. Estas bacterias son aisladas de la misma zona y puesta en
préctica para el fin ya establecido. Las bacterias requeridas son de caracteristicas simples, esto con el fin de poder
crecer en medios PDA, ACC y proceder a realizar su funcién como promotoras de crecimiento ya sea con un
mecanismo directo o uno indirecto.

Una de las posibilidades que nos presentan los resultados en este proyecto, es, que dichas bacterias aisladas pueden
ser utilizadas en la inoculacidn tanto en plantas frutales, como en hortalizas, asi mismo, son de gran importancia
econdmica ya que funciona como una estrategia para incrementar el desarrollo de diversas plantas y mejorar la
produccion de estas.

ABSTRACT

In this project we will study what kind of bacteria that promote the growth of plants of protected areas of the state of
Guanajuato were carried out. These bacteria are isolated from the same area and put into practice for the purpose
already established. The required bacteria are of simple characteristics, this in order to grow in PDA, ACC and
proceed to perform their function as growth promoters either with a direct mechanism or an indirect one.

One of the possibilities presented by the results in this project is that these isolated bacteria can be used in
inoculation both in fruit plants, as in vegetables; likewise, they are of great economic importance as it works as a
strategy to increase the development of various plants and improve the production of these.

INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los problemas ambientales mas comunes son la deforestacion y la contaminacidn, debido a que
estos afectan las condiciones sociales y ambientales del planeta, dado que incrementan la perdida de la biodiversidad,;
por ello se intenta fomentar procesos de rehabilitacién de los ecosistemas y potencializar actividades de investigacién
y monitoreo constante de las diversas areas naturales protegidas.

Es por ello que se estan considerando sustancias que son reguladores de crecimiento vegetal, que en pequefias
concentraciones son capaces de regular procesos fisioldgicos de la planta (Arteca, 1996). Gracias a su capacidad de
regular el desarrollo vegetal, los inductores de crecimiento vegetal, en especial los del grupo de las auxinas, son
utilizadas en agricultura. En general las auxinas son obtenidas por sintesis quimica, por lo cual la sintesis
microbioldgica de estas sustancias resulta ser de gran importancia pudiendo construir una alternativa viable en el
contexto de una agricultura ecol6gica (Castillo et al.2005). Los reguladores de crecimiento vegetal o fitohormonas
son sintetizadas no solo por plantas, sino por microorganismos, incluidos, bacterias, hongo y actinomicetos
(Tudzinzki y Sharon, 2002).

Las bacterias que al mismo tiempo degraden contaminantes organicos, y tengan la capacidad de actuar como
promotoras del crecimiento vegetal para las plantas, son usadas en los protocolos de fitorremediacion permitiendo
que el proceso de remediacion sea mas eficaz debido a la relacién que se establece entre la planta y las bacterias
(Glick, 2012). Las bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas, que viven en terrenos contaminados, tienen
maés probabilidades de ser buenas degradadoras de compuestos tdxicos, apoyando en las evidencias de las ventajas
que aportan las plantas al proporcionar precursores de estructuras similares a los compuestos u objetos de la
degradacion, todo lo cual potencia dicho proceso al seleccionar rutas de degradacion especificaspara estos
contaminantes.

Dicho lo anterior, esto indica que la riosfera de las plantas en ambientes contaminados pudiera ser una fuente
potencial de bacterias tolerantes y con capacidad de degradar cualquier compuesto que se encuentre en el ambiente,
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siendo asi el motivo de esta investigacion, determinar caracteristicas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
en cepas aisladas de la rizosfera en suelos protegidos del estado de Guanajuato.

METODOS Y MATERIALES

Muestreo de suelo: se tomaron muestras de suelo del area natural protegida del cerro de Culiacan, Guanajuato
principalmente es bosque de encino, bosque tropical caducifolio y matorral crasicaule, con diferentes estados de
alteracion, reportandose 31 especies de quelicerados, 128 de insectos, 10 de anfibios, 21 especies de reptiles, 107 de
aves y 46 especies de mamiferos.

El muestreo se realizd extrayendo centros de suelo ubicados a 10 cm de profundidad de la base del tronco (rizésfera).
Estas muestras se guardaron en bolsas de polietileno y se almacenaron hasta dicho procesamiento.

Aislamiento y purificacion: el procedimiento para el aislamiento de las cepas que se encontraron en las muestras de
suelo fueron las siguientes: se prepararon botellas con 90 ml de agua estéril, y posteriormente se agregaron 10 gr de
muestra de suelo previamente tamizada y lista para su practica; se mantuvieron en agitacion por 150 min y
posteriormente se dejé sedimentar por 30 min.

Se tomo una muestra de cada uno de los frascos y se inoculo en placas con medio selectivo ACC, mediante el
sembrador de colonias semi-automatico AutomaticSpiral® SamplePlaterinterscience. EI medio selectivo para
ACCdesaminasa( 1- amino- coclopropano- 1- carboxilato.), (Dworkin. M y Foster, J. W, 1958). La formula por 1 L.
de agua desyilada: 4 g de KH2PO4, 6 g de NaHPO4, 0.2 g MgS04, 1 mg FeSO4, 10 mg H3BO3, 10 mg MnS0O4, 50
mg CuS04, 10 mg Mo03, 7 mg MgS04, 2% glucosa (p/v), 0.2 % acido glucénico (p/v), 0.2% acido citrico (p/v),
2% agar bacterioldgico, el medio se suspende con ACC 3mM (sigma) como Unica fuente de nitrégeno.

Posterior al aislamiento se obtienen las 10 cepas promotoras del crecimiento de plantas, las cepas se inocularan en
caldo de extracto de papa, por L 200 gr de papa, se hirvié en 1 L de agua destilada durante 20 min, se filtr6 el agua
con algodon y gasa, agrego glucosa al 2%, ajustamos el volumen, por ultimo se esteriliza 15 min a 15 Ib de presion;
se vacid en tubos falcén 15 ml y en seguida se inoculo con las cepas previamente aisladas, se dejo incubar por 48 hr
y procedemos a inyectar. Se aplico el inoculo a su respectiva linea de la charola de germinacién.

Se preparé suelo en la charola de germinacion: se tom6 sustrato de suelo “Peat” y se mezcla himeda con tierra para
macetas (1:1). Se realizé la siembra de la semilla de rdbano (Raphanussativus) en la respectiva charola, a una
profundidad de 3 mm, posteriormenteagregamos 1 ml de caldo ya inoculado en su respectivo lugar de la charola, se
dejo desarrollar hasta obtener un tamafio de raiz apto para la trasplantacion de la planta en dicho espacio mas
adecuado.

Se tomo nota del desarrollo de la planta cada 6 dias, obteniendo asi el largo del tallo de la planta. Se realiz6 prueba
de germinacion para determinar la viabilidad de las semillas.

Tincién de Gram: Secolocaron de 1 a 2 asadas de inoculo sobre un porta objetos para hacer un frotis, se deja secar al
aire y posteriormente se fijo con calor frente al mechero, se agregé cristal violeta 1 min (2%), se enjuago a chorro de
agua, se agrega lugol 1 min y en seguida se enjuago hasta destefiir con alcohol- cetona (1:1) o alcohol etilico al 95%
por goteo sobre la preparacion, hasta que el colorante vaya a la mitad del frotis para la reaccién con agua, agregar
safranina 1 min (2.5%) y posteriormente se enjuagé a chorro de agua. Se observé al microscopio.

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 10 cepas en medio selectivo para ACC. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
de cada una de ellas y su descripcion, en seguida en la Figura 1 se muestra imagenes al microscopio.

Tabla 1: Cddigo de las cepas y tincion de Gram obtenidos durante el aislamiento.

Cepa Gram Forma Cepa Gram Forma

304 Positivo Cocobacilos | 225 Negativo Bacilos

254 Negativo Bacilos 275 Negativo Bacilos

264 Positivo Bacilos 313 Positivo Bacilo/coco
113 Positivo Bacilos 265 Positivo Coco/Bacilos
302 Negativo Cocos 256 Negativo Cocos




275 (2)

Figura 1. Fotos de algunas tinciones obtenidas de las cepas aisladas (254, 304, 275).
Como dato representativo, se realizo el porcentaje de germinacion con el fin de conocer el estado de la semilla, a
través del control y utilizando las mismas cepas aisladas; dicho esto se presentd un porcentaje mayor en las semillas
inoculadas con las cepas 254, 302, 264, 225, que en el control (sin bacteria). Los resultados se muestran en tabla 2.

Tabla 2: Comparacidon de porcentaje de germinacién de semillas de rabano a 6 dias.

Cepa Semil_las % de_ -
germinadas germinacion

Control |7 70%

275 9 90%

265 9 90%

304 9 90%

254 10 100%

302 10 100%

113 9 90%

313 9 90%

256 8 80%

264 10 100%

225 10 100%

Tabla 3: Esta tabla demuestra el nimero total de semillas germinadas con cada cepa. (10 semillas por cepa).

Cepa Crecimiento “cm” (10
semillas c/cepa)

Control 10

313 10

275 10

225 9

265 10

256 9

302 9

113 10

264 10

254 9

304 9
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Figura 2. Plantulas en charola de germinacién después de transcurrir 6 dias de su respectiva siembra.
A continuacién, se muestran los datos del desarrollo de la planta después de su correspondiente trasplante a un
espacio grande. Figura 3 y en la Figura 4 se observan la imagen de las plantas a 4 semanas de desarrollo.
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Figura 3: Tasa de crecimiento de rédbano trasplantado durante 2 semanas.
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Figura 4: Desarrollo de las plantas a 4 semanas.



CONCLUSIONES

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal de las plantas, resultaron ser una excelente herramienta
biotecnoldgica, para favorecer el crecimiento y produccion de la agricultura del estado, siendo asi un repercursor
para la mejora del medio ambiente ya que estas practicas son amigables para este y contribuyen al mejoramiento y
produccion agricola del pais.

Las rizobacterias aisladas durante el proyecto muestran tener un efecto directo en el desarrollo de la planta, lo cual
representa una alternativa positiva para obtener una mayor y mejor produccién de cualquier planta de interés, en este
caso RaphanusSativus, sin el uso excesivo de productos quimicos, reduciendo asi lacontaminacion que se ocasiona
y/o provoca en los suelos del estado de Guanajuato.
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IDENTIFICACION DE SECUENCIAS CODIFICANTES PARA BIOPEPTIDOS DE INTERES HUMANO
EN PLANTAS

Flores Gasca Diana ' y Morales Dominguez José Francisco?
RESUMEN

Debido a la resistencia que han demostrados algunos microrganismos a los antibidticos, los biopéptidos
antimicrobianos surgen como una alternativa a estos farmacos, ademas de tener funcion antibidtica, también se ha
identificado que tiene otras funciones como: antivirales, antifangicos, antitrombaticos, antioxidativos, entre otras.
Los biopéptidos son fragmentos de proteinas que tienen actividad biologica importante y han sido identificados en
diferentes seres vivos, mediante técnicas de biologia molecular se analizaron diversas plantas para identificar la
presencia del gen para la enzima Rubisco, la cual ha demostrado tener actividad antifingica, el gen que se identifico
tiene homologia con el gen de Rubisco en la planta de Moringa.

ABSTRACT

Due to the resistance that some microorganisms have demonstrated against antibiotics, antimicrobial biopeptides
emerge as an alternative to these drugs, in addition to having antibiotic function, it has also been identified that it has
other functions such as: antiviral, antifungal, antithrombotic, antioxidant, and others. Biopeptides are fragments of
proteins that have important biological activity and have been identified in different living beings, using molecular
biology techniques analyzed various plants to identify the presence of the gene for the enzyme Rubisco, which has
been shown to have antifungal activity, the gene that is identified has homology with the gene Rubisco in the plant
Moringa

Palabras Clave: Biopéptidos antimicrobianos, genes, antibidticos, resistencia.
INTRODUCCION

Un péptido es un polimero de aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo de un
aminoacido y el grupo amino de otro. [1] La estructura de los péptidos es menos compleja que la de moléculas
proteinicas mas grandes, ademas poseen actividades biol6gicas significativas. [2]

Los efectos benéficos a la salud por parte de las proteinas podrian ser atribuidos a numerosas secuencias de péptidos
gue poseen actividades antimicrobianas, antioxidativas, antitrombdticas, antihipertensiva e inmunomoduladores. La
actividad se basa en la composicion inherente y la secuencia de sus aminoacidos, asi como de su estructura. El
tamafio de las secuencias activas puede variar de tres a veinte aminodcidos, aunque en ocasiones exceden este
tamafio [3]. Los péptidos bioactivos forman parte de la respuesta inmune innata, la mayoria de los péptidos
bioactivos producidos en las plantas poseen propiedades microbicidas que representan una nueva generacion de
antimicrobianos y precisamente es una de las actividades mas estudiadas en péptidos [3].

Moringa Oleifera es una planta de zonas calidas, dicha planta es originaria del Himalaya. En México se encuentra
abundantemente en los pueblos de las costas del Pacifico. La planta también se cultiva en los poblados de las
depresiones tropicales [4]. Se ha demostrado que la planta tiene propiedades antimicrobianas a nivel in vitro y
molecular. En una investigacion de la Universidad Autdnoma de Aguascalientes se disefiaron 4 oligonucledtidos que
amplifican fragmentos que codifican para enzimas con actividad antimicrobiana las cuales son: Glutatién S.
Transferasa, Glicosiltransferasa, ATP sintasa y Rubisco.
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Las enzimas mencionadas anteriormente se encuentran conservadas en varias plantas las cuales mostraron contener
fragmentos con actividad antimicrobiana. En el verano de investigacion se identificaron estas secuencias de péptidos
de interés humano en plantas adicionales a Moringa mediante los oligonucleétidos disefiados con anterioridad,
especificamente para la enzima Rubisco.

MARCO TEORICO

Las enzimas son biocatalizadores de tipo proteico que ayudan a acelerar las reacciones metabolicas de los seres vivos
ademas de que las enzimas en plantas son de importancia comercial por las propiedades que se le atribuyen como
péptidos con propiedades antimicrobianas [1]. La enzima Rubisco también conocida como ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa / oxigenasa cataliza el primer paso en la asimilacién fotosintética neta de CO, y la oxidacién
fotorrespiratoria de carbono. Debido a que se encuentra en una gran cantidad en hojas verdes, se cree que es la
proteina mas abundante en la tierra [5]. Ademas de que se identifico como un péptido antimicrobiano.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) se descubrieron hace mas de 90 afios. Uno de los primeros reportados es la
gramicidina en 1939 y se demostré su efectividad para proteger frente a la infeccién por neumococos. Son
considerados antibidticos naturales presentes en todas las formas de vida, desde organismos unicelulares hasta
mamiferos. Destacan por presentar un amplio espectro de actividad frente a hongos, bacterias, virus y protozoos, por
lo que tienen una importante accion protectora en organismos que carecen de sistema inmune mientras que en los
vertebrados forman parte de la inmunidad innata. Ademas, no son afectados por las mutaciones que provocan
resistencia a los antibioticos clasicos [6]. La mayoria de los péptidos antimicrobianos descritos son codificados por
genes y se sintetizan en los ribosomas, aunque existen otros que son el resultado de metabolitos secundarios [7].

Las plantas representan una fuente importante de péptidos con numerosas actividades bioldgicas tanto para su
metabolismo como de importancia para el ser humano, a lo largo de los afios los péptidos han sido aislados de las
raices, semillas, flores, tallos y hojas de plantas y son motivo de estudio por su potencial aplicacion dentro de la
biotecnologia, ademas debido al incremento en la resistencia de los microorganismos a los farmacos disponibles, se
buscan alternativas que permitan sustituir estos farmacos por péptidos bioactivos.[1]

Los péptidos y proteinas expresan su actividad antimicrobiana ocasionando lisis por unién y ruptura de la membrana
de los microorganismos, otros penetran la membrana e interactdan con el interior de la célula ocasionando la
formacion de poros, produciendo que el contenido intracelular salga y por ende, causando su muerte. [8]

En plantas se han identificado diferentes PAM. Las thioninas se sintetizan predominantemente en hojas y flores y
tienen una clara actividad contra hongos y bacterias. Del mismo modo, las defensinas tienen una marcada actividad
contra hongos. Aparentemente la funcién de los PAM es proteger a las semillas durante la germinacién, periodo en el
que su concentracion llega a ser hasta el 30% del total de proteinas liberadas. Otros ejemplos de PAM de origen
vegetal son las heveinas y knottinas que son eficientes en combatir infecciones causadas por hongos y bacterias
Gram+ asi como las circulinas A y B del arbol tropical africano Chassalia Parvifolia. Estos tltimos son péptidos
circularizados, resistentes a la accién de proteasas y ademas tienen actividad. [9]

METODOS Y MATERIALES

1. Extraccion de DNA

Se trabaj6 con hojas de Stevia Rebaudiana y de Citrus Sinensis (Naranjo) las cuales fueron cortadas y lavadas con
agua destilada. Para la extraccion de DNA. El material vegetal se pulverizé con nitrégeno liquido y se colocé en tubo
Eppendorf de 1.5mL, sin dejar descongelar se afiadié 800 uL de buffer de lisis y 2.4 pL de B-Mercaptoetanol, se
mezcld por inversion y se incubd a 65°C por 15 minutos con el fin de romper la pared y membrana celular para
liberar el material genético

Con el fin de eliminar algin otro tipo de proteina del material genético se coloco la muestra en hielo durante 5
minutos y se afiadié 500 pL de fenol-cloroformo, se mezcl6 hasta emulsificar, se centrifugé a 12000 rpm durante 5
min (12K/5min), enseguida se recupero la fase acuosa en un tubo limpio, se agreg6é 500 uL de fenol-cloroformo, se



emulsificé y centrifugd a 12K/5min, se recuperé la fase acuosa en un tubo limpio, se adicion6 500 mL de
cloroformo-alcohol isoamilico, se emulsifico y centrifug6 a 12K/5 min.

Finalmente para precipitar el DNA se recuperé la fase acuosa en un tubo limpio y se agregé un volumen igual de
isopropanol, se mezclé por inversion durante 1 min y se incub6 a -20°C por 10 min, se centrifugd a 12K/5 min y se
elimind el sobrenadante, se agreg6 200 pl de etanol al 70% y se mezcld por inversidn, se centrifug6 a 12K/5 min, se
elimino el sobrenadante y se sec6 la pastilla, por dltimo se suspendid con H,O destilada estéril.

2. Determinacion de concentracion y pureza de DNA

Para comprobar que efectivamente se realizd la extraccion de DNA se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1%,
el cual se tifid con bromuro de etidio y se observo con luz UV.
Para determinar la pureza y concentracion de la muestra, se utilizé el espectrofotémetro para leer la absorbancia (A)
con una longitud de onda (1) a 260 y 280, y aplicar las siguientes formulas:
Pureza= A260/A280 (1)
[ng/mL]= (A260- A280) *Factor dilucién* 50 ug/mL (2)

3. Amplificacion del fragmento por PCR

A partir del DNA extraido de Stevia Rebaudiana y Citrus Sinensis se realizd PCR para la identificacion del
fragmento, adicionalmente se realizd la amplificacion con DNA disponible en el laboratorio que corresponde a
algunas, cactaceas, agaves, nolinaceaes, ajo, cafia y guayaba. Si la muestra realmente tiene el péptido de interés
debera de amplificar con el oligonucle6tido para Rubisco disefiado a partir de Moringa Oleifera.

En un microtubo Eppendorf agregar 6.25 pL del kit comercial Hot Start Aligenment, 3.25 pl de agua, 1 pl de cada
oligonucledtido F y R y 1 ul de DNA, los cuales fueron puestos en un termociclador Select-Cycler 1, bajo las
siguientes condiciones de amplificacion, especificadas en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de amplificacion

Ciclos @ Etapa Tiempo (min) = Temperatura (°C)
1 Pre-desnaturalizacion @ 5 94
Desnaturalizacion 1 94
30 Alineamiento 1 50
Extension 1 75
1 Extension final 7 75

Las muestras amplificadas se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio y visualizadas con luz UV.

RESULTADOS

1. Extraccion de DNA

En el gel de agarosa se observé una banda correspondiente al DNA de hojas de Stevia Rebaudiana

N S

N: Extraccion de hojas de Naranjo
S: Extraccién de hojas de Stevia

Figura 1. DNA de Stevia Rebaudianay de Citrus Sinensis en gel de agarosa al 1%



2. Determinacion de concentracion y pureza de DNA

Con las lecturas en el espectrofotdmetro se obtuvieron los resultados reportados en la tabla 2.
Tabla 2. Concentracion y pureza de DNA

DNA Absorbancia 260 = Absorbancia 280 Concentracion (ug/mL) Pureza
Naranja  0.0422 0.03567 32.65 1.44680
Stevia  0.01983 0.01117 43.3333 1.776119

3. Amplificacion de fragmento por PCR

A partir de la extraccion de Stevia se amplifico para Rubisco

300 pb

Figura 2. PCR de Stevia en gel de agarosa al 1%

Como se observa el DNA amplificé para Rubisco, se observa una banda obtenida tenue, se ha reportado que para
Rubisco la banda es de aproximadamente 350 pares de bases (pb) y en este caso se obtuvo una banda cercana a los
300 pb.

A partir de la extraccién de DNA de otras plantas disponibles en el laboratorio correspondientes a Cactaceas (C),
Agaves (A) y Nolinaceae (N) y se decidi6 probar la presencia de PAM en fragmentos de Rubisco, se sometieron a
PCR con las condiciones mencionadas anteriormente obteniendo los siguientes resultados

1. A-A16
2.C-Cal Lesa
3.C-Ce4d gi f\itle
4. C-Eal 2:2_-:37
5.C-Esl 6. Caia
7-Guayaba
6. CMy3 o
7. C-Pa2
8. C-Cel 500pb
345678 910 9 N-Cl 250 pb
10. C-St2
Figura 4. PCR de Cactéaceas, Agave, Cafia, Guayaba




Figura 3. PCR de Agave, Cactaceas y Nolinaceae y Ajo para el gen de Rubisco en gel de agarosa al
para el gen de Rubisco en gel de agarosa al 1% 1%

El gen de Rubisco amplifico para Agave A-Al4 y A-Al6, para Cactacea C-Ce4, Nolinaceae N-C1, y Cafia en el caso
de la planta A-A16, C-Ce4, A-Al4 y Cafa se observan bandas entre los 250 y 500 pb y coinciden con los datos
reportados para Moringa Oleifera.

CONCLUSION
Se identificd mediante PCR el fragmento de gen de la enzima de Rubisco para las plantas de: Stevia, Agave A-Al4dy
A-A16, asi como en cactdcea C-Ced4 y Cafia, este fragmento identificado corresponde a una secuencia de
aminoacidos el cual ha sido reportado en trabajos anteriores mediante técnicas bioinformaticas que tiene actividad
antifungica, el biopéptido que se identificé es homdlogo al reportado en la planta Moringa Oleifera que cuenta con

un tamafio cercano a los 300 pb, lo que concuerda con la banda obtenida en la electroforesis paralas plantas
mencionadas anteriormente.
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EVALUACION Y SELECCION DE MESTIZOS DE MAiZ GENERADOS CON DOS PROBADORES
CONTRASTANTES-I

Elisabeth Arellanes Jiménez' y Armando Espinoza Banda®
RESUMEN

Con el objeto de seleccionar las lineas con mejor aptitud combinatoria, en el verano de 2018 se evaluaron en el
Campo Experimental de la UAAAN-UL 17 mestizos, dos hibridos y un probador de amplia base genética. La
siembra se realiz6 el 14 de abril, en un disefio de bloques al azar con tres repeticiones y la parcela experimental fue
de dos surcos de tres metros de largo y 0.75m de ancho. En el actual reporte se analizaron las variables emergencia
(EME), Floracion masculina (FM) y femenina (FF). No se observo diferencia significativa para emergencia, en tanto
que para floracién masculina y femenina mestizos y testigos fueron estadisticamente diferentes. De los mestizos, el
EN-04-2 x Ch fue el méas precoz tanto en la floracién masculina como la femenina. El testigo y probador Chojo, fue
el de mayor precocidad con 50 y 52 dias a FM y FF. Los testigos comerciales, fueron los mas tardios comparados
con mestizos y probador. EI mestizo EN-04-2 x Ch mostr6 el mayor valor negativo de ACG para FM y FF, lo cual es
deseable por su precocidad

ABSTRACT

In order to select the lines with the best combinatorial aptitude, in the summer of 2018, 17 mestizos, two hybrids and
a tester with a broad genetic base were evaluated in the Experimental Field of the UAAAN-UL. Planting was carried
out on April 14, in a randomized block design with three replications and the experimental plot was two rows three
meters long and 0.75m wide. In the current report, the variables emergency (EME), male flowering (FM) and female
(FF) were analyzed. No significant difference was observed for emergence, while for male and female flowering,
mestizos and controls were statistically different. Of the mestizos, the EN-04-2 x Ch was the earliest in both male
and female flowering. The witness and tester Chojo, was the one of greater precocity with 50 and 52 days to FM and
FF. The commercial witnesses were the later compared with mestizos and tester. he mestizo EN-04-2 x Ch showed
the highest negative value of ACG for FM and FF, which is desirable for its precocity.

PALABRAS CLAVES
Mestizos, ACG, Probador.

INTRODUCCION

México es el en centro de diversidad genética del maiz, y sus depdsitos de germoplasma han contribuido de manera
decisiva a la produccion mundial del grano (Nadal, 2000). En los programas de mejoramiento genético modernos
para maiz, el enfoque principal ha sido orientado a desarrollar paquetes tecnolégicos para producir variedades con
alta uniformidad y potencial de rendimiento. Este conjunto de factores han contribuido a reducir las opciones de
diversidad genética utilizada en el desarrollo de variedades mejoradas, asi como los criterios de seleccion aplicados
en la evaluacion del potencial genético, justifica emprender (Montenegro, et al., 2002). Sin embargo este método
requiere demasiado tiempo para lograr el éxito, por lo que se considera conveniente realizar las pruebas tempranas de
seleccion en base a aptitud combinatoria con el cual se evita una alta inversion de tiempo y dinero. Los probadores
son esenciales para el éxito de un programa de mejoramiento de hibridos y donde se pueden utilizar diferentes tipos
de materiales, incluyendo poblaciones, sintéticos, hibridos y lineas endocriadas, (Mendoza et al. 2000).

Puesto que el comportamiento de las lineas per-se no provee una buena medida de su valor en combinaciones
hibridas, el desarrollo de metodologias simples, rapidas y adecuadas para evaluar nuevas lineas ha sido un problema
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en la generacion de hibridos con alto potencial productivo. El uso de la ACG y ACE como herramientas en el
mejoramiento

genético es muy comun no s6lo para rendimiento de grano sino para otros caracteres (Lobato et al., 2010). Un buen
probador debe discriminar y clasificar correctamente los genotipos evaluados (Mendoza et al., 2000). EI uso de
probadores de amplia base genética (Topcross) permite estimar la aptitud combinatoria general (ACG) de las lineas
con las que se cruza.

El enfoque principal de un programa de mejoramiento genético moderno para maiz, ha sido orientado a desarrollar
variedades mejoradas y/o hibridos (Montenegro et al. 2002). Dale y Matzinger (1953) sugieren hibridos por medio
de probadores, los cuales empezaron a ocuparse por los afios 1920 y 1930, en donde la problematica es que los
probadores no daban una respuesta satisfactoria, en cuanto el rendimiento.

Se han realizado investigaciones con probadores de amplia y reducida base genética; En el afio de 1990 en el estado
de Veracruz, en dos ambientes diferentes, se evaluaron 23 lineas S;, con dos probadores (reducida y amplia base
genética), donde se encontrd que el probador de reducida base genética resulto superior pero con significancia en las
lineas, mas sin embargo el probador de amplia base genética obtuvo el éxito en discriminar las lineas (Mendoza et al.
2000).

En Montecillo, Tecamac y estado de México del 2006, se evaluaron 50 lineas S; cruzadas con tres probadores:; una
linea de baja ACG, alta ACG Yy la variedad original, donde el mejor probador fue la linea de baja ACG, después la
variedad original pero con menor valor discriminatorio que la linea de baja ACG, en cambio, la linea de alta ACG no
mostro significancia (Lobato et al. 2010).

METODOLOGIA
Actividades de investigacion en el periodo del Verano de la Ciencia: Datos de cruzas Probador x Linea:

Localizacion. Campo experimental de la UAAAN-UL. Ubicado geograficamente entre 24° 30” y 27° LN y entre
102° y 105° LO, a 1120 msnm.

El proyecto consto de dos etapas:

Primera Etapa. Durante el primavera-verano 2017 se sembraron 24 lineas tipo braquiticas de maiz y un probador de
amplia base genética o criollo identificado como Chojo, proveniente de San Juan de Guadalupe, Durango. Se
sembraron dos surcos de tres metros de largo y 0.75m entre surcos por cada linea, con distancia de 0.25m entre
planta. El probador se sembr6 cuatro surcos a tiempo, cuatro a 7 dias, dos a 14 dias y dos a 21 dias después de la
siembra de las lineas. Al momento en que empezaron a emerger los jilotes se cubrieron antes de la emergencia de los
estigmas. Las lineas se polinizaron con el probador manualmente de tres a cuatro plantas y se autofecundo la primera
planta de cada linea. Se cosecharon 17 mestizos el 24 de agosto del 2017, separando cada cruza en una arpilla.
Ademas se tomaron datos de la floracion masculina y femenina de lineas y probador.

Segunda Etapa, Para el Ciclo primavera-verano del 2018, se sembraron para la evaluacion los 17 mestizos, Ademas
se incluyé el probador (Chojo) y dos hibridos comerciales como testigos regionales. El disefio estadistico fue en
blogues al azar, con tres repeticiones.

Siembra: Se sembro el 14 de abril en parcelas de 3m de largo y 0.75m entre surco y, a una distancia entre plantas de
0.15m depositando dos semillas en cada punto de siembra para un total de 84 plantas.

Manejo de cultivo. A los 25 dias de después de la siembra cada parcela se aclard, dejando 21 plantas por surco,
para una densidad de 88,888 plantas ha™.

Control de maleza: Para el control de maleza se aplico un herbicida pre-emergente HARNESS (Acetoclor: 2-cloro-
N-etiximetil etilacet-o-toluidida al 75.3%), la dosis recomendada por la etiqueta del producto de 2.0-3.0 L/Ha a los 5
dias posterior a la siembra.



Fertilizacion: La fertilizacion se realizo con la formula 200-100- 00 (N-P-K), por medio de riego presurizado por
goteo con ayuda de Venturi.

Riego: Se utiliz6 cintilla calibre 6000, con emisores a 20 cm con un gasto de 1L/h y una presién de 7 Lb. La lamina
total de riego fue de 59.74 cm y el INIFAP (2017) recomienda una lamina de riego de 65 cm, por lo tanto se
encuentra dentro del rango de la lamina.

Control de plagas: Se llevd un control eficiente contra el spodoptera frugiperda se utilizd Clorpirifos 48
(Clorpirifos) con una dosis de 0.5-1.5 L/Ha, Kendo (lambda cyalotrina) con una dosis de 0.300 a 0.500 L/Ha,
Coragen (Clorantraniliprol) dosis de 0.75-125 mL/100L y Tetranychus urticae se utiliz6 Abamectina (Abamectina)
con una dosis de 60-80 L/Ha, Sunfire 240 SC (Clorfenapir) con una dosis de 0.30-125 cc/100L.

Variables evaluadas: Se tomaron datos de dias a Emergencia y a floracién masculina y femenina.
Anadlisis. El analisis de las variables se realizé con el programa SAS v.9.0, (2009).

Aptitud Combinatoria General. Este valor se estimé como la desviacion del valor medio de cada mestizo respecto
a la media general (Jenkins y Brunson, 1932).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis de varianza se concentran en la tabla 1. Para la emergencia, no se encontrd diferencia
significativa entre bloques y tratamientos, pues la emergencia presentd un rango muy estrecho que oscild entre los 6
y 8 dias después de la siembra, con un promedio de 7.05 dias.

La variable de la floracion masculina puede observarse que en los bloques no se encontré diferencia significativa, en
cambio, entre tratamientos la diferencia fue significativa. En contraste con emergencia, la floracion se dio en un
rango mas amplio, de los 50 y 64 dias después de la siembra, con una media de 57.83 dias.

Tabla 1. Significancia de cuadrados medios de tres variables cuantificadas en 17 mestizos y tres testigos en
el Campo Experimental de la UAAAN-UL, 2018.

Grados de

Fuente Libertad EME FM FF
Tratamientos 19 0.39 ns 21.21 ** 21.13 **
Bloques 2 0.60 ns 2.46 ns 0.816 ns
Error Experimental 38 0.21 32.4 2.04
Total 59
Media 7.05 57.83 60.01

**: Significativo al 5% de probabilidad, ns: no significativo. EME=Emergencia, FM=Floracién masculina,
FF=Floracién femenina.

En la variable de la floracion femenina se observd entre bloques no se observa diferencia significativa, no asi entre
tratamientos donde se detect6 diferencia significativa. Los dias a floracion femenina, muestra un rango mas amplio
que en floracién masculina, de los 50 a 67 dias después de la siembra con una media de 60.01 dias.

La diferencia que se encontré en las floraciones masculina y femenina es debida a la heterogeneidad que hay entre
los tratamientos. En la Tabla 2, se muestran los valores medios de las variables evaluadas. Para emergencia los
tratamientos, tanto mestizos como la variedad Chojo y los hibridos comerciales no fueron significativamente
diferentes, pues la maxima diferencia que se observé fue de 1.33 dias.

Para la floracion masculina tanto mestizos como testigos fueron diferentes. El testigo y probador Chojo, fue el de
mayor precocidad con solo 50.33 dias a floracion masculina, estadisticamente diferente al resto. Respecto a los
mestizos, el grupo méas precoz fueron EN-04-2 x Ch con un valor medio de 53.66 dias, estadisticamente igual
estadisticamente a los mestizos EN-03-13 x Ch, EN-06-13 x Ch, EN-07-12 x Ch y EN-08-1 x Ch, con 56.0, 56.33,
56.66 y 57.66 dias respectivamente. En contraste, los tratamientos mas tardios fueron los testigos comerciales
Guepardo y RX-8520 con 61.33 y 63.00 dias respectivamente y diferentes al resto de los mestizos y el testigo



Chojo. Resalta un grupo de cinco mestizos que muestran 59 y 60 dias los cuales son estadisticamente iguales al
testigo comercial Guepardo (61.33 dias). La maxima diferencia entre los tratamientos la represent6 el hibrido RX-
850 y Chojo con 12.67 dias.

Tabla 2. Valores medios y Aptitud Combinatoria General (ACG) de Emergencia, Floracion masculinay
Floracion Masculina de 17 mestizos, en el Campo Experimental de la UAAAN-UL, 2018.

Medias ACG
Tratamientos EME FM FF EME FM FF

EN-02-7 x Ch 6.66 a*  58.30 cde 60.33 bc -0.3865 0.421 0.318
EN-02-16 x Ch 7.33a 59.00 bcd 60.33 bc 0.2835 1.122 0.318
EN-03-3 x Ch 7.33a 57.66 cde 60.33 bc 0.2835 -0.219 0.318
EN-03-9 x Ch 7.00 a 57.66 cde 60.33 bc -0.0465 -0.219 0.318
EN-03-13 x Ch 7.33a 56.00 ef 59.00 bc 0.2835 -1.879 -1.012
EN-04-2 x Ch 6.66 a 53.66 f 56.66 ¢ -0.3865 -4.219 -3.352
EN-05-8 x Ch 7.00 a 57.66 cde 59.66 bc -0.0465 -0.219 -0.352
EN-05-10 x Ch 7.00a 59.00 bcd 60.66 bc -0.0465 1.122 0.648
EN-05-12 x Ch 7.33a 59.00 bcd 60.66 bc 0.2835 1.122 0.648
EN-05-15 x Ch 7.00a 60.00 bc 62.66 ab -0.0465 2.122 2.648
EN-06-13 x Ch 7.66 a 56.33 def 59.66 bc 0.6135 -1.549 -0.352
EN-06-16 x Ch 7.00a 59.66 bc 61.66 ab -0.0465 1.781 1.648
EN-07-7 x Ch 6.66 a 58.33 cde 59.66 bc -0.3865 0.451 -0.352
EN-07-8 x Ch 6.66 a 58.33 cde 60.33 bc -0.3865 0.451 0.318
EN-07-12 x Ch 6.66 a 56.33  def 58.33 bc -0.3865 -1.549 -1.682
EN-08-1 x Ch 7.33a 57.66 cd f 59.66 bc 0.2835 -0.219 -0.352
EN-08-12 x Ch 7.00 a 58.33 cde 59.66 bc -0.0465 0.451 -0.352
Chojo(Ch) 6.33 a 50.33 g 5200 d

Guepardo 7.33a 61.33 ab 62.66 ab

RX-8520 7.66 a 63.00 a* 66.00 a*

*Tratamientos con la misma letra, son estadisticamente iguales, (Tukey 0.05). EME=Emergencia, FM=Floracién
masculina, FF=Floracién femenina. La floracion femenina muestra menos variaciéon que la masculina, pues la
maxima diferencia se observa entre RX-850 y el probador Chojo con 14 dias, dos dias mas que en floracion
masculina. El hibrido RX-850, fue el mas tardio con 66.0 dias, estadisticamente igual al hibrido comercial Guepardo
(62.66) y al mestizo EN-06-16 x Ch (61.66). Se observa a un grupo que contiene a 13 de los 17 mestizos evaluados
con valores medios que oscilan de 59.0 a 60.66 dias los cuales son estadisticamente iguales. El testigo y probador
Chojo, al igual que en floracion femenina, fue el de mayor precocidad con 52.00 dias vy, estadisticamente diferente al
resto de los tratamientos.

La magnitud de los valores de ACG (Tablal) para la variable EME se consideran bajos ya que son menores a la

unidad. Con los valores positivos resalta el mestizo EN-06-13 x Ch (0.6135) el cual tiende a incrementar el nimero
de dias a la emergencia, en tanto los mestizos con los valores mas negativos, tenderan a requerir menos dias para
emerger. Para la variable FM, los genotipos EN-04-2 x Ch, EN-03-13 x Ch, EN-06-13 x Ch y EN-07-12 x Ch
muestran valores de ACG negativos, lo cual indica que transmiten a su progenie la condicién genética de la
precocidad, en contraste, los mestizos que muestran valores de ACG positivos y mayores a la unidad, condicionaran
a ser mas tardios para alcanzar esta etapa fenologica. Para floracién femenina (FF), se observa la misma tendencia,
los mestizos con valores negativos mayores a la unidad contribuiran con mayor precocidad.



CONCLUSION

Se concluye que de las tres variables evaluadas en los 17 mestizos y sus testigos:

No se observo diferencia significativa para emergencia, en tanto que para floracién masculina y femenina mestizos y
testigos fueron estadisticamente diferentes. De los mestizos, el EN-04-2 x Ch fue el mas precoz tanto en la floracion
masculina como la femenina. El testigo y probador Chojo fue el de mayor precocidad con 50 y 52 dias a FM y FF.
Los dos testigos comerciales, fueron los mas tardios comparados con mestizos y probador.

El mestizo EN-04-2 x Ch mostré el mayor valor negativo de ACG para FM y FF, lo cual es deseable por su
precocidad.
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CAPACIDAD DE COLONIZACION DE ENDOFITOS EN PHASEOLUS VULGARIS

Lépez Salazar Felipe Abraham®y Mejia Teniente Laura’

RESUMEN

En este trabajo se intenta esclarecer la interaccién que presentaron plantas de Phaseolus vulgaris con hongos
endofitos aislados de un lirio acuatico, ya que estos diversos hongos causaron una diferencia notable en el grosor del
tallo de la planta, la altura y el nimero de trifolios. Estos fenotipos se estudiaron después de un periodo de 14 dias
posteriores a la siembra de las semillas inoculadas con los 5 diferentes hongos, a los cuales se les intento interpretar
su intervencion en las rutas de sefializacion de la planta encargadas de su crecimiento. Para concluir, se intento
volver a aislar estos hongos de los diferentes tejidos de la planta; Hoja de trifolio y Raiz, para definir si realmente
estuvieron en la planta.

ABSTRACT

In this work we try to clarify the interaction between plants of Phaseolus vulgaris with endophytic fungi isolated
from an aquatic lily, since these diverse fungi caused a notable difference in the thickness of the stem of the plant,
the height and the number of trifolium. These phenotypes were studied after a period of 14 days after sowing the
seeds inoculated with the 5 different fungi, which were trying to interpret their intervention in the signaling routes of
the plant responsible for their growth. To conclude, an attempt was made to isolate these fungi from the different
tissues of the plant; Leaf of trifolium and Root, to define if they really were in the plant.

Palabras Clave:
Fitohormonas; Rutas de sefializacion; Hongos endofitos; Estrés abiético; Fenotipo.
INTRODUCCION

Se han caracterizado diferentes estilos de simbiosis tomando como base la interaccion que conlleva el

enddfito y la planta, la cual puede ser mutualista o antagénica jError! No se encuentra el origen de la referencia.. En
base a lo anterior se define como hongo endéfito aquel que es aislado del interior de los tejidos de la planta, ademas
de que no causa ningln sintoma de enfermedad. Dichos hongos habitan tejidos vegetales, aparentemente sanos y
prevalecen especialmente en tejido de raiz jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Estos hongos se
dividen en dos grupos (clavicipitaceous y no clavicipitaceous). Los clavicipitaceos son capaces de infectar solo
algunas especies de pastos y no clavicipitaceas se encuentran en los tejidos asintométicos de otras plantas jError! No
se encuentra el origen de la referencia.. Estos hogos poseen la capacidad de producir metabolitos secundarios con
actividad biolégica dentro de las plantas, aunque este proceso no se ha establecido del todo jError! No se encuentra
el origen de la referencia.. Se piensa que esta interaccion entre el hongo y la planta es por medio de diferentes rutas
de sefializacion que responden a diferentes estimulos como el &cido abscisico (ABA), acido salicilico (SA) y acido
jasménico (JA) jError! No se encuentra el origen de la referencia.. El acido abscisico como ruta de sefializacion
ayuda a los brotes que pasan por condiciones de estrés alrededor de las raices, dando lugar actividad antitranspirante
que ahorran agua, ademas del cierre o apertura de las estomas jError! No se encuentra el origen de la referencia.. El
acido salicilico (SA) actlia como sefial mediadora contra patogenos. Ademas de que desempefia un papel durante la
respuesta a estreses abioticos tales como sequia, enfriamiento, toxicidad de metales pesados, calor y estrés osmotico
iError! No se encuentra el origen de la referencia.. El &cido jasménico controlan las defensas contra ataques de
herbivoro e infeccién de patdgenos, ademés confieren tolerancia a estreses abidticos como el ozono, radiacion
ultravioleta, alta temperaturas y congelacion. También actla en el crecimiento de la raiz, la floracion y senescencia
de la hoja jError! No se encuentra el origen de la referencia.. El desarrollo de una planta no solo se ve estimulado por
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las rutas de sefializacion sino también por diferentes fitohormonas que participan en la regulacion del crecimiento de
la misma, las cuales también se pueden encontrar afectadas por la actividad de endofitos jError! No se encuentra el
origen de la referencia.. Dentro de este grupo encontramos a él etileno, las citoquininas, auxinas y las giberelinas. El
etileno es una hormona gaseosa que activa la maduracion de la fruta, estimula la germinacién, acelera la senescencia,
inhibe la elongacién, aumenta el crecimiento horizontal, inicia raices adventicias y programa la muerte celular
iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Las citoquininas desempefian un papel en la embriogénesis, en el
mantenimiento de meristemos de raiz, la formacién de brotes y el desarrollo vascular jError! No se encuentra el
origen de la referencia.. Las auxinas promueven el establecimiento y el mantenimiento del dominio apical, en
respuesta a la luz o a la gravedad. En el nivel celular, controla la division celular y elongacién celular al alterar la
plasticidad de la pared celular jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Las giberelinas fungen como
hormonas de respuesta al estrés abiotico las cuales contribuyen a la restriccion del crecimiento de las plantas en la
exposicién a varias tensiones, incluyendo el estrés de frio, sal y presién osmética jError! No se encuentra el origen
de la referencia.. Por esta interaccion a los hongos enddfitos estan intimamente relacionados con la bioquimica de la
planta, se les han atribuido algunos factores positivos para la adaptacion de las plantas a diferentes fuentes de estrés
abiotico [14].

Métodos y materiales

Para la evaluacion de la colonizacion de endéfitos en Phaseolus Vulgaris se tomaron 5 diferentes hongos no
identificados aislados de un lirio acuatico. Con estos 5 diferentes hongos se inocularon las semillas de Phaseolus
Vulgaris, a las cuales se evaluaron distintos parametros para su entender la interaccion que tuvieron los hongos con
las plantas después de 2 semanas, tomando como dia uno el dia que se sembraron.

Seleccion de la semilla e inoculacion

Para la eleccidn de las semillas que se iban a utilizar para ser inoculadas con los 5 diferentes hongos se considerd que
tuvieran fenotipos similares como: el tamafio, su didmetro y el color. Previo a la inoculacién se contaba con la
coleccion de hongos aislados en medios PDA. Para la inoculacién de las semillas se prepard una solucion de glucosa
al 30 % en un matraz Erlen-Meyer de 500 ml como medio fijador, la cual fue esterilizada en la autoclave a 120 °C
por 15 minutos previo a su uso. Posteriormente se colocaron 20 ml de la solucién de glucosa al 30 % en cada caja
petri con los diferentes hongos y a las cuales se les removi6 el micelio con un asa digralsky, dichas suspensiones se
vertieron en tubos falcdn de 50 ml, a los cuales se les adicionaros 6 semillas del grupo elegido previamente para la
inoculacion. Cuando las estructuras fungicas estaban fijadas a las diferentes semillas se retiraron de los tubos falcén
y se dejaron secar en bolsas de aluminio por 24 horas. Cabe mencionar que al final se obtuvieron 5 distintos grupos
de frijoles inoculados con diferentes hongos, més el control el cual no contaba con ningln tipo de hongo fijado a la
semilla.

Preparacién de las macetas y siembra de las semillas

Para evitar contaminacién en nuestras semillas en el momento de la siembra, se limpiaron las macetas con una
solucion de alcohol etilico al 70% vy cloro al 20 %. En el caso de la tierra se utiliz6 tierra comercial, la cual fue
esterilizada en las mimas condiciones que la solucion de glucosa al 30%. Posterior a la limpieza y a la esterilizacion
se llenaron las macetas con la tierra hasta % del volumen total de la maceta. Para la siembra de la semilla se tomo
una profundidad para todas las semillas de 5 cm.

Invernadero y localizacion

Para evitar dafio mecéanico propiciado por el ambiente se colocd una malla sombra en la parte superior de las
macetas, se debe aclarar que la malla sombra no interferia en el paso de la luz solar. Para acomodar las macetas se
tomaron 6 cuadrantes con condiciones de luz similares donde pudieran estar las macetas pertenecientes a cada
tratamiento.

Evaluacidn de los fenotipos y enddfitos

Después del periodo de 14 dias se le evalu6 a todas las pantas de los diferentes tratamientos el diametro del tallo, la
altura y el nimero de trifolios que presentaban. Para la comparacion de los datos se tom6 un promedio con respecto a
las medidas de las 6 repeticiones de cada tratamiento, descartando las plantas que mostraban sintomas de
enfermedad. En el caso de la evaluacién de los endéfitos se tomaron muestras de los trifolios y de la raiz de cada
tratamiento con el fin de verificar si realmente el hongo colonizo la planta, de manera que se pudiera aislar del
interior de la hoja o de la raiz. Previo a las pruebas se prepararon cajas petri con medios PDA, ademas de una




solucién de cloro al 10 % y otra de alcohol etilico al 70 %. En el caso de las pruebas de aislamiento se debe
desinfectar muy bien la parte exterior de las raices y las hojas, con el fin de evitar el crecimiento de los
microrganismos que pudieran estar presentes en el exterior de la planta. El primer paso para dicho proceso de
desinfeccion fue la inmersion de nuestra muestra vegetal (raiz u hoja de trifolio) en la solucién de alcohol por 3
minutos, posteriormente se colocé otros 3 minutos en la solucion de cloro y se termind con 3 lavados en agua estéril
de 3 minutos por cada lavado. Cuando el material vegetal habia pasado por los tres lavados se tomé una impresion de
las muestras en una caja petri con medio PDA. La impresion se lleva a cabo colocando la hoja de trifolio o la raiz
encima de la caja y haciendo presion sobre la misma con las pinzas de diseccion, esto con el fin de inocular la caja
con material interno de la planta. En la segunda prueba de endéfitos se toma la hoja de trifolio o la raiz que se us6
para hacer las impresiones y se coloca en una placa de vidrio estéril para asi poder trocear las muestras. Cuando se
contaba con la mayoria de la muestra en pedazos pequefios, estos se colocaron distribuidos por una caja petri con
medio PDA evitando el contacto de unas con otras, lo cual permitiria el crecimiento de los microrganismos que
pudieran estar dentro de la hoja de trifolio o de la raiz. Con el fin de obtener un control en nuestros lavados se tomé
un 1 ml del ultimo recipiente donde se lavé la muestra para inocular una caja petri con medio PDA, este control nos
permitiria ver que tan efectiva fue la reduccion de la carga

Microbiana. Esto quiere decir que si crecieran microrganismos en la caja donde se inoculo con agua los
microrganismos que estén en las otras pruebas (impresion y trozos) no serian precisamente enddfitos y los lavados no
cumplieron su objetivo.

RESULTADOS

Después del periodo de 14 dias se realizé la comparacion final de los fenotipos esto con el fin de identificar
crecimientos atipicos entres las plantas contrastando los anversos resultados con el tratamiento control. Como se
menciono con anterioridad se tomo el diametro del tallo, la longitud de la planta y el nimero de trifolios como base
para el estudio de la interaccién hongo-planta. En el primer caso se contrasto el promedio del didmetro de los tallos
de cada tratamiento, estos resultados se exponen en la tabla de abajo.
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En la Grafica 1 se observa que todas las plantas tuvieron un didmetro mayor con respecto al control, pero se destaca
el grosor del tallo perteneciente a el tratamiento H-33, dicho grosor contaba con un didmetro de 0.41 mm.
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En la Grafica 2 podemos apreciar como al igual que en la comparacion del fenotipo anterior todas las plantas
tuvieron un crecimiento mayor con respecto a la planta control, pero en este caso el crecimiento que se midié fue
vertical. En esta evaluacion el tratamiento representativo de este fenotipo fue el H-32 con 25.7333 ¢cm de altura. En
la Gltima evaluacion.

(Grafica 3) se encontr6 que el tratamiento H-33 tenia decremento en el nimero de trifolios promedio, al igual que el
tratamiento H-32. Para ver si se logr6é volver a aislar los enddéfitos se elaboré una tabla donde se comparaban el
crecimiento de los microrganismos en los medio PDA inoculados con diferentes tejidos de las plantas.
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Tabla 1: Comparacién de los medios PDA

R

Parimetro H R HR HR H
Tozos - + + + + + + + + -
Impresién - - -+ -+ + -+ -
Agua - - - - - - = - -

Pigmentos - - - - - - - -

Nota: El simbolo — representa ausencia de microrganismos,
el simbolo + la presencia o el crecimiento de los mismos v el
color gris representa, en gue parte de la planta hubo mayor
colonizacion.

En la tabla 1 se puede ver como algunos microrganismos aislados de los diferentes tratamientos muestran
produccion de pigmentos ademas se observa también una preferencia por determinada parte de la planta ya que no se
encontraban microrganismos en ambas partes de la planta. Es importante destacar que, aunque hubiera crecimiento
en los medios inoculados con los trozos provenientes de la raiz o de las hojas de trifolio la colonizacion siempre seré
predominante en una parte. A pesar de que las cajas tenian crecimiento, solo de una se pudo re aislar el hongo
enddfito del tratamiento H-111, ya que las demas cajas habia demasiado crecimiento de otros microrganismos. Los
cuales impedian la identificacién y aislamiento de los endéfitos restantes.

DISCUSION

Se debe mencionar que la ruta de sefializacion del etileno participa como sefial, en respuesta a alguna infeccion y no
solamente interactla en el proceso de maduracion de los frutos [15].
En la Grafica 1 se observa que el tratamiento H-33 presento el didmetro con mayor grosor dentro del grupo de
estudio. En trabajos previos se ha reportado que el engrosamiento de los tallos es una respuesta a un incremento en la
concentracion de citoquininas en el tejido vascular [16]. Dicho incremento puede ser causado por la disminucion en
la sintesis de la citoquinina oxido-reductasa, la cual cataliza la degradacion de las citoquininas [17].
En el cado de la Grafica 2 esta destaca la altura del tratamiento H-32. Se ha descubierto que el desarrollo del tallo es
estimulado por la actividad de otras fitohormonas como las giberelinas y las auxinas [18]. En el caso de la giberelina
se tiene reportado que existen hongos endofitos con la habilidad de sobre producir estas hormonas en respuesta a un
estrés abiotico, dando como resultado una simbiosis entre el hongo y la planta donde el hongo provee este metabolito
y la planta le brinda fuente de carbono [19]. El tratamiento H-32 es quien tiene la mayor capacidad de producir estas
hormonas sin dafar a la planta, hasta este periodo de crecimiento.
En la Grafica 3 se observa que el tratamiento H-33 presento la mitad del nimero trifolios promedio de la planta
control. Cabe mencionar que en este trabajo no se contrasta la cantidad de nddulos presentes en las raices sin



embargo, toma relevancia a la hora de intentar comprender la falta de trifolios del tratamiento H-33, el cual contaba
con una baja cantidad de nédulos. Recordemos que nodulos fijan nitrégeno atmosférico y se lo dan a la planta en
forma reducida de amonio [20]. Este amonio fijado posteriormente sera convertido a aminoacidos y luego a proteina
[21]. Existen 2 mecanismos para la regulacion de la formacién de nédulos, uno de estos es la autorregulacién por
medio de zonas de restriccion y el otro es regulacidn negativa por medio de la ruta del etileno [22]. Esto explicaria la
disminucion de los nédulos, ademas se ha reportado que la ruta del etileno actta sinérgicamente con las giberelinas y
las auxinas 0. Este fenotipo de los trifolios se podria explicar con la reduccion de la concentracién de giberelinas y
las auxinas, causada por las citoquinas que engrosaron el tallo las cuales promovieron la sintesis de etileno que actué
sinérgicamente con dichas fitohormonas. De igual manera el nitrégeno fijado convertido a proteina celular esta
concentrandose en el tallo en vez de en las células apicales. Como el etileno actGa como ruta de sefial a una
infeccion, es posible que el endéfito H-33 estrese demasiado a la planta de tal manera que exprese estos fenotipos,
por la sobre produccion de etileno.

CONCLUSIONES

Frente a la evidencia recaudada en este escrito confirmamos que los hongos enddfitos que se utilizaron para este
proyecto interactGan de manera intima con la regulacion del crecimiento de Phaseolus Vulgaris, a través de diversas
interacciones de simbiosis entre el hongo y la planta, como lo pudiera ser de la sintesis de algunas fitohormonas de
origen fangico como las giberelinas, haciendo referencia al caso del hongo H-32, el cual hizo que las plantas de este
tratamiento expresaran una altura apical mayor a la de las demas plantas. Este punto se ve reforzado cuando
analizamos el didmetro del tallo el cual no presentaba una gran diferencia respecto a la planta control, siendo que el
engrosamiento del tallo se propone en este trabajo que fue regulado por la sinergia del etileno con las giberelinas y
las auxinas, aunque H-32 también presento un descenso en su numero de trifolios promedio. En el caso del
tratamiento H-33, este hongo pudiera poseer una capacidad de colonizacion mayor a la de los demas, lo cual se ve
reflejado en los fenotipos (Engrosamiento del tallo y bajo nimero de trifolios) que las plantas de este tratamiento
presentaron, las cuales son resultado de una produccion mayor a la normal de etileno el cual funge como hormona de
respuesta ante infecciones y como se menciono es antagonista con las hormonas que regulan el crecimiento apical.
Sin embargo, Unicamente en el tratamiento H-111 se consiguié volver a aislar el hongo con el cual se inoculo la
semilla en un principio, a partir de los trozos del tejido de la raiz. Este tratamiento junto con HMOV2 y H-3 a su vez
presentaron una mayor altura apical y un grosor de tallo mayor al control, pero valores menores a los maximos
establecidos por H-32 y H-33 en altura y grosor. Estos tratamientos presentaron un numero de trifolios igual a la
planta control lo cual dice que, aunque hubo intervencion en el desarrollo de la planta por la actividad del hongo las
hormonas de crecimiento se mantuvieron en balance en las diferentes etapas del crecimiento de la planta.
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CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LECHE Y QUESOS DE GANADO BOVINO Y CAPRINO, EN LA
REGION DEL ALTIPLANO OESTE DE SAN LUIS POTOSI

Rodriguez Rangel Felipe Asael®y Rendén Huerta Juan Antonio®
RESUMEN

La produccion de leche es uno de los alimentos de origen animal altamente demandando en América Latina. Se
tienen registros que la industria de productos lacteos utiliza leche de ganado bovino principalmente y, en menores
cantidades la de caprino y ovino. El objetivo del presente trabajo fue analizar la calidad microbiolégica de leche y
quesos de ganado bovino y caprino que se producen en la region del altiplano potosino oeste. Se tomaron muestras
de leche y queso en distintas comunidades de los municipios de Salinas, San Luis Potosi. Posteriormente se
realizaron diluciones transfiriendo 1 mL de la dilucion inicial a 9 mL de agua peptonada al 0.1% hasta una dilucién
de 10 de acuerdo a la escala de McFarland y siguiendo la técnica de analisis microbiolégico de la NOM-243-
SSA1-2010 para la deteccién de Salmonella spp, Escheriquia. coli y Staphylococcus aureus en alimentos lacteos. Se
depositd la cantidad de 20 pL en agar Eosina y Azul de Metileno (EMB) para E. coli, agar Baird-Parker para S.
aureus y agar Salmonella-Shigella para Salmonella spp. Se obtuvieron los estadisticos descriptivos. Los resultados
obtenidos mostraron que las diferentes muestras de queso recolectadas cuentan con presencia de microorganismos
patdgenos de importancia sanitaria. En conclusion, se detectaron cargas microbianas de organismos patdgenos, tanto
en leche como en queso de vaca y cabra, de S. aureus, E. coli y Salmonella spp. superiores a la permitido por la
NOM-243.

Palabras clave: Inocuo, queso, E. coli, Staphylococcus aureus
ABSTRACT

Milk production is one of the high demanded food products in Latin America. There are records in the dairy industry
mainly uses milk from cattle and, in smaller quantities, goat and sheep. The aim of this work was to analyze the
microbiological quality of milk and the results of dairy and goat cattle that are produced in the region of the western
Potosino highlands. Milk and cheese samples were taken in different communities in the municipalities of Salinas,
San Luis Potosi. Subsequently dilutions were made transferring 1 ml of the initial dilution into 9 ml of sterile
peptonated water until a dilution of 10 following the McFarland scale and following the microbiological analysis
technique of the Official Mexican Standard NOM-243-SSA1-2010, for the detection of the genus. Salmonella,
Escheriquia coli and Staphylococcus aureus in dairy foods. The amount of 20 pL from each dilution was deposited
in Eosin Methylene Blue agar (EMB) for E. coli, Baird-Parker agar for S. aureus and Salmonella-Shigella agar for
Salmonella spp. Descriptive statistics were obtained. The results obtained showed that the different samples of
cheese collected have the presence of pathogenic microorganisms of sanitary importance. In conclusion, microbial
loads of pathogenic organisms were detected in milk, as well as cow and goat cheese, S. aureus, E. coli and
Salmonella spp. higher than that allowed by NOM-243.

Key words: Innocuous, cheese, E. coli, Staphylococcus aureus
INTRODUCCION

La produccion de leche es uno de los alimentos de origen animal altamente demandando en América Latina,
(Mellado-Bosque, 2010). Se tienen registros en la industria de productos l4cteos utiliza leche de ganado bovino en
mayor proporcion y, en menor cantidad de caprino y ovino (Meyer, 2014). México es un pais productor de leche y
derivados lacteos; la demanda de estos productos se tienen tanto de explotaciones intensivas, como en establos
pequefios familiares con niveles de produccion de leche muy baja, debido a la pobre infraestructura, bajo potencial
genético de los animales, deficientes programas sanitarios y nutricion inadecuada en ciertas épocas del afio (Cesin,
2007). La regién del altiplano potosino oeste en los municipios de Salinas, Santo Domingo y Villa de Ramos, se
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caracteriza por ser una regién productora de leche en mayor cantidad de bovino y en menor cantidad de caprino, en
el 2016 se registré una produccion de leche de bovino de 143,030 miles de litros y de leche caprina 4,018 miles de
litros (SIAP-SAGARPA 2016), en la que la mayoria de produccion es destinada a la elaboracién de queso fresco. Su
caracteristica esta influenciada por la composicion de la leche, especialmente el contenido de grasa, proteina, calcio y
pH (Fox. 2017). El queso fresco generalmente presenta se caracteriza principalmente por su pasta blanda, no
prensada, con una presentacién en forma de cilindrica de peso variable. Por otro lado, en la regién del altiplano
potosino, la produccion de queso se realiza en establos pequefios rusticos con escaza tecnificacion, generalmente en
las cocinas de las casas donde habitan los productores, la leche no es pasteurizada y se comercializan en pequefios
establecimientos en las cabeceras municipales, sin embargo, no existen registros de que estos productos lacteos se
ajustan a las disposiciones y especificaciones sanitarias de la NOM 243-SSA1-2010: Productos y servicios. Leche,
féormula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos Diario Oficial de la Federacién (2010), que menciona
gue Salmonella spp debe estar ausente en 25 g o mL, para Escherichia coli un maximo permitido de 100 Unidades
Formadoras de Colonias por gramo o mililitro (UFC/g o mL), y para Staphylococcus aureus un maximo permitido de
1000 UFC/g, por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar la calidad microbiologica de leche y quesos
que se producen en diferentes localidades de la Regién de Salinas de Hidalgo.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron visitas de campo a seis establos productores de leche y queso en cuatro comunidades de la region de
Salinas donde se producen quesos de vaca y/o cabra. Se tomaron muestras de leche y queso las cuales se sometieron
a los procedimientos para la toma, manejo y transporte de acuerdo a la NOM-109-SSA1-1994, donde se usaron
bolsas de plastico con cierre hermético (Ziploc) que fueron depositadas en una hielera limpia y desinfectada para
evitar contaminacion, una vez tomada la muestra, inmediatamente se trasladaron al laboratorio para su anélisis

microbiolégico. Ademas, se realizo una encuesta para analizar las condiciones en las que se produce el alimento.

Preparacién de muestras y diluciones.

El analisis microbioldgico de las muestras se desarrollé siguiendo las recomendaciones de las Normas Oficiales
Mexicanas, NOM-114-SSA1-1994 para Salmonella, que se basa en el analisis de 25 g de la muestra analitica en una
proporcion de 1:9 de muestra/agua peptonada al 0.1% vy utilizando agar Salmonella-Shigella (Bioxon, BD); NOM-
115-SSA1-1994, el método para la determinacidn de Staphylococcus aureus en alimentos, se basa en el analisis de
1.0 g o mL de la muestra analitica en una proporcién de 1:9 de muestra/agua peptonada al 0.1% sobre la superficie
de las placas de agar Baird-Parker; NOM-112-SSA1-1994, determinacién de bacterias coliformes, se basa en el
andlisis de 1.0 g o mL de la muestra analitica en una proporcion de 1:9 de muestra/agua peptonada al 0.1% sobre la
superficie de las placas de agar Eosina y Azul de Metileno (EMB). A todas las muestras de leche y queso se les
realizaron diluciones desde 1 x 10 hasta 1 x 10" segtn la escala de McFarland (MacFaddin, 2005) y se sembraron 20
WL por triplicado en cajas de Petri con sus respectivos agares. Una vez sembradas las cajas, estas se colocaron en una
incubadora (Yamato IN 804) a 35° C durante 48 horas.

Anélisis estadistico
Los datos del conteo de colonias, se muestran como promedios y desviaciones estandar.
RESULTADOS

Los resultados del andlisis microbioldgico de las muestras de leche se pueden observar en la Tabla 1. De los seis
productores, cinco de ellos producen leche y queso de vaca y s6lo uno de cabra. Resulta evidente que aquellos
productores que realizan un proceso térmico para evitar la descomposicion de la leche, que consiste en hervir la
leche, dejar enfriar e introducirla a un refrigerador (Pasteurizacidn sin control), muestran las cargas microbianas mas
bajas. En comparacién con los que no realizan pasteurizacion alguna. En cuanto a la carga de Staphylococcus aureus,
la localidad de EI Alegre y de Salinas mostraron los valores mas altas y superiores a los permitidos por la NOM-243,
de 9 x 10%y 98 x 10" UFC/mL, respectivamente. De igual manera, la mayor carga de E. coli se observé en la
localidad de Salinas, con valor 40 x 10* UFC/mL. Finalmente, las cargas microbianas de Salmonella spp, se
registraron en la localidad de Salinas, con valor 25 x 10° UFC/mL. Esto se debe a que la leche no es pasteurizada y
ademas pudiera deberse al estado de salud de los animales, limpieza durante la ordefia y de los utensilios de ordefia y
donde se almacena la leche. En otros trabajos donde se analiz6 la carga microbiana de leche organica, se detecto la



presencia de bacterias mesofilicas y coliformes en leche y productos lacteos, donde las cantidades de UFC/mL
estaban por encima del limite permitido por la NOM-243-SSA1-2010 (Salmonella debe estar ausente en 25 g o mL,
para Escherichia coli, un maximo permitido de 100 Unidades Formadoras de Colonias por gramo o mililitro (UFC/g
o mL), y para Staphylococcus aureus un maximo permitido de 1000 UFC/g) (Fuentes-Coto et al. (2013).

Tabla 1. Andlisis microbiol6gico de muestras de leche en distintas localidades de Salinas, S.L.P.

Localidad Punteros El Potro El potro El potro El Alegre Salinas
S. aureus (UFC/ml) 6 x10° 5.8 x 10 9x10° 98 x 10’
+13 x10° ) +22 x10* i +7 x10? +1 x10°

E. Coli (UFC/ml) 1x 10! - 68 x 10" - - 40 x 10*
+5 x10° +7 x10° +33 x10?

Salmonella spp. (UFC/ml) - - - - 7x10° 25 x 10°
+1 x10° +4 x10?

_Pasteuriza la leche No Si Si Si Si No

Se muestran valores medios (Desviacion estandar)
- Sin crecimiento de colonias

Los resultados del analisis microbioldgico de muestras de queso se muestran en la Tabla 2. Se detect6 la presencia
de Staphylococcus aureus en quesos de cinco productores, en tres de ellos las cargas superaban el limite maximo
permitido de 1000 UFC/g, el valor més alto observado fue de 30 x 10° UFC/g en un establo de Salinas. En el anélisis
de E. coli se observaron valores superiores a lo permitido de 100 UFC/g o mL por la NOM-243 en tres establos,
donde en el establo de Salinas se detectd el valor mas alto de 40 x 10° UFC/g. La determinacién de Salmonella spp.
se observd su presencia en las muestras de los seis establos, sin embargo, la NOM-243 menciona que este
microorganismo debe estar ausente. A pesar de que el resultado microbiol6gico en la leche las cargas microbianas
son bajas en algunos establos, en las muestras de queso se encontraron cargas microbianas en algunos casos
superiores a lo permito por la NOM-243, la posible explicacién al aumento en las cargas microbianas se puede deber
a la forma en la que realizan la cuajada, ya que en tres de ellas se utiliza cuajo natural, en las entrevistas que se
realizaron, los productores comentan que el uso de cuajo natural se debe a que este impregna sabores y aromas
deseables por los consumidores de queso a los cuales les venden sus productos. En un estudio elaborado por
Gonzélez-Montiel y Franco Fernandez (2015), determinaron la carga microbiana de quesos frescos de aro elaborados
en Oaxaca y describen las muestras de queso contienen microorganismos alterantes, patdgenos de importancia
industrial, tales como; mesdfilos aerobios, psicréfilos, coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella, Enterococcus, Streptococcus, bacterias acido lacticas, mohos y levaduras, que no cumplen con la NOM-
243-SSA1-2010.

Tabla 2. Analisis microbiol6gico de muestras de queso en distintas localidades de Salinas, S.L.P.

Localidad/ origen Punteros/ El Potro/ El potro/  El potro/ El Alegre/ Salinas/
animal de la leche Bovino Bovino Bovino Bovino Caprino Bovino
Tipo de cuajo Artificial Natural Natural Natural Acrtificial Acrtificial
S. aureus (UFC/ml) 22 x 10 11x10° 74x10° 39 x 10? - 30 x 10°

+6 x10° +1 x10° +1x10°  +1.3x10° +4 x10*
E. Coli (UFC/mI) 32 x10° 40 x 10° - - - 40 x 10°

+15 x10° +33 x10* +2 x10°
Salmonella spp. 9x10° 13 x 10? 30x10* 105 x 10! 7 x 10! 25x 10°
(UFC/mI) +133 x10! +54 x10° 38 x10"  #13x10 +51 x10° +23 x10°

- Sin crecimiento de colonias

CONCLUSIONES

Se detectaron cargas microbianas de organismos patégenos tanto en leche como en queso de vaca y cabra, los
conteos de S. aureus, E. coli y Salmonella spp., son superiores a la permitido por la NOM-243-SSA1-2010
principalmente en quesos frescos que a pesar de que en ocasiones la leche este pasteurizada, la posible falta de



higiene en los utensilios y equipos en los que se elaboran los quesos, asi como el uso de cuajo natural podrian ser la
razén de la elevada carga microbioldgica en estos productos. Por lo tanto, es posible que el consumo de estos quesos,
puedan afectar la salud de consumidor, provocando principalmente enfermedades gastrointestinales.
Es necesario realizar mas estudios en el proceso de elaboracion de queso fresco, tal como, toma de muestras de
utensilios, analisis del cuajo natural y realizar algin proceso de esterilizacidn del cuajo natural por medios fisicos.
Asi como realizar talleres a los productores de Buenas practicas de elaboracion de productos lacteos.
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DETERMINACION DE LA REMOCION DE METALES PESADOS POR CEPAS FUNGICAS
Fernando Martinez Armenta’, Oscar Guadalupe Castillo Martinez' y Varinia L6pez Ramirez’
RESUMEN

Los metales pesados se consideran uno de los contaminantes mas téxicos en el ambiente y su persistencia requiere
una adecuada remocién. Algunos sistemas microbianos presentan tolerancia a metales, asi como potencial para su
empleo en biorremediacién. En este estudio se evalu6 la capacidad de crecimiento en medio s6lido y en medio con
metales pesados a dos concentraciones 3 y 5 mM de una coleccion de 7 aislados fungicos, de forma individual y en
consorcio. Siete interacciones resultaron mutualistas y 14 antagonistas, dos interacciones se evaluaron en presencia
de metales, la interaccion M008-ORM18 mostro un mejor crecimiento en cromo a las dos concentraciones. El
consorcio fungico conformado por las cepas M008-ORM18 puede ser considerada para evaluar la remocion de
cromo en medio liquido y su potencial uso en biorremediacion.

ABSTRACT

Heavy metals are considered one of the most toxic pollutants in the environment and their persistence requires
adequate remotion. Some microbial systems have tolerance to metals and the potential to be used in bioremediation.
In this study, the growth capacity in solid medium and medium with heavy metals was evaluated at two
concentrations 3 and 5 mM of a collection of 7 fungal isolates, in an individually form and in a consortium. Seven
interactions were mutualistic and 14 antagonists, two interactions were evaluated in the presence of metals, the
interaction M008-ORM18 showed a better growth in chromium at both concentrations. The fungal consortium with
MO08-ORM18 could be consider to evaluate the removal of chromium in liquid medium and its potencial use in
bioremediation.

Palabras clave: Remacién, metales pesados, cromo, hongos, consorcio microbiano
INTRODUCCION

Los problemas de contaminacién por metales y metaloides son cada vez mas comunes en todo el mundo. Los metales
pesados se definen comdnmente como aquellos que tienen una densidad especifica de més de 5 g/cm?® (Jarup, 2003).
Se consideran uno de los contaminantes mas téxicos en el ambiente por tener efectos nocivos a todos los niveles de
la cadena tréfica (Beltran & Gomez, 2016). La persistencia de metales pesados en el medio ambiente requiere un
enfoque a largo plazo para minimizar la exposicién humana a través de la gestion ambiental, la evaluacién y la
remediacién adecuada en areas contaminadas (Wijayawardena et al., 2016). Algunos sistemas microbianos de
tolerancia a metales tienen potencial para ser utilizados en procesos biotecnolégicos, como la biorremediacion de
metales toxicos (Cervantes et al., 2006). En entornos naturales, el 99% de los microorganismos existen en forma de
consorcios microbianos (Ding et al., 2016). En el presente trabajo se evalué el crecimiento de forma individual y en
consorcio, 7 aislados flingicos de la coleccion del Laboratorio de Diversidad e Interaccion Microbiana del ITESI, en
presencia de metales pesados (cobre, plomo, arsénico y cromo) a 3y 5 mM.

METODOS Y MATERIALES

l. Preparacion de soluciones stock
Se prepararon soluciones de sales con cada metal usado, siendo dicromato de potasio, sulfato de cobre y arsenito de
sodio a 0.5 My acetato de plomo a 1 M, posteriormente se esterilizaron por filtracién.

Il. Evaluacién del tipo de interaccion entre aislados fingicos y su tolerancia a metales pesados.
Las cepas de hongos evaluadas fueron: Flavoparmelia sp., M007, M008, M9PG2, Xanthoria sp., ORM18 y Usnea
florida. Para evaluar la interaccion, mutualista o antagénica. Se sembraron combinaciones de los aislados en Agar
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Dextrosa Sabouraud con separacion de 0.5 cm entre la pared de la caja Petri y el inculo y con un angulo de 180°
entre ambos indculos, el tamafio de los indculos fue de 5 mm de didmetro.

1l. Seleccidn de interacciones mutualistas y su evaluacion en metales pesados.
Las interacciones mutualistas se sembraron en Agar Dextrosa Sabouraud con los metales pesados: cobre, cromo,
arsénico y plomo a concentraciones de 3 y 5 mM. La separacién entre la pared de la caja Petri y el inéculo fue de 5
mm con un angulo de 180° entre ambos indculos, el tamafio de los indculos fue de 5 mm de diametro. Se inocularon
los hongos implicados en las interacciones de manera individual y bajo las mismas condiciones.

i. Medio s6lido
Se esteriliz6 el medio y se agregaron las soluciones de sales con metal a temperatura ambiente para evitar
precipitacion, se homogenizd el medio previo su vertido en placa. Una vez solidificado el medio, se sembrd cada
hongo, cuidando que el in6culo quedara en la posicion correcta de la placa para facilitar el seguimiento y medicion
del crecimiento radial. Las cajas selladas se incubaron a temperatura ambiente.

RESULTADOS

La remocidn de contaminantes en ambientes especificos requiere del aprovechamiento metabélico de las cepas. En
nuestro caso, la seleccion de aislados que podrian ser empleados de forma conjunta fueron evaluados, con el fin de
estimar el tipo de interaccion entre ellos. Para ello se utilizaron 7 cepas fungicas resultando 21 combinaciones, de las
cuales 14 fueron antagonistas como se muestra en la Figura 1.

|

Figura 1. Interacciones antagonistas entre aislados fungicos evaluados. A. M0O07-Flavoparmelia sp.; B. M007-
MO008; C. M007-M9PG; D. M007-ORM18; E. M007-Usnea florida; F. MOO7-Xanthoria sp.; G. Flavoparmelia sp.-
MO008; H. MOPG-MO008; |I. MOPG-Xanthoria sp.; J. ORM 18-Flavoparmelia sp.; K. ORM18-M9PG; L. Usnea florida-
M9PG; M. Usnea florida-ORM 18; N. Xanthoria sp.-M008.

El principal criterio de seleccién como interaccion antagonista fue que el micelio de ambos hongos no estuviera en
contacto y/o mostrara una separacion observable a simple vista. El aislado M007 mostr6 un halo de inhibicion
marcado sobre el resto de los aislados, como se muestra en la Figura 1A-1F, esto podria sugerir que el aislado M007
tiene propiedades antifingicas frente a los hongos con los que fue confrontado, en las interacciones con el aislado



M9PG se muestran también un halo de inhibicién, pero de menor tamafio. En el caso de la interaccion Xanthoria sp.
y MO008, ambos aislados presentan un crecimiento micelar abundante y de apariencia algodonosa, no obstante,
cuando se confrontan presentan una separacién marcada entre sus micelios.

De las 21 interacciones resultantes, siete fueron interacciones mutualistas como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Interacciones mutualistas entre aislados fuangicos evaluados. A. MOPG-Flavoparmelia sp..; B.

ORM18-M008; C. ORM18-Xanthoria sp.; D. Usnea florida-M008; E. Usnea florida-Flavoparmelia sp.; F.
Xanthoria sp.-Flavoparmelia sp.; G. Usnea florida-Xanthoria sp.

El principal criterio de seleccién como interaccion mutualista fue que el micelio de ambos hongos estuviera en
contacto, esto se puede observar con mayor claridad en las interacciones con M008 mostradas en las Figuras 2B y
2D, y las interacciones con Xanthoria sp. mostradas en la Figuras 2C, 2F y 2G. Se seleccionaron las interacciones
ORM18-M008 y Xanthoria sp.-Flavoparmelia sp., mostradas en la Figura 2B y 2F respectivamente, para evaluar su
tolerancia y crecimiento en metales pesados: cobre (Cu), plomo (Pb), arsénico (As) y cromo (Cr) a 3y 5 mM. Los
resultados mostrados en las Figuras (3-6), muestran el desarrollo miceliar a 144 horas de incubacion.

En la Figura 3, se observa el crecimiento de las cepas Flavoparmelia sp. y Xanthoria sp. a 144 horas de incubacion.
El crecimiento de las cepas de manera individual y en consorcio se muestra en las Figuras 3 y 4, presentando un
crecimiento micelar estandar.
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Figura 3. Controles para la interaccion Figura 4. Interaccién de Flavoparmelia sp.y
Flavoparmelia sp. y Xanthoria sp. A. Aislados Xanthoria sp. en Cu, Pb, As y Cr, a concentraciones 3
individual y en consorcio en agar Dextrosa y 5 mM.

Sabouraud (ADS); B. Flavoparmelia sp. en ADS
con metales pesados a concentraciones 3y 5
mM; C. Xanthoria sp. en ADS con metales
pesados a concentraciones 3y 5 mM




Flavoparmelia sp. solo mostré crecimiento en arsénico y en plomo, siendo mayor su desarrollo en As a ambas
concentraciones, en cambio en presencia de Pb, ademas de presentar una morfologia distinta (Figura 3B). Por su
parte, Xanthoria sp. presenté un mejor crecimiento en cromo y arsénico a 3 mM, siendo el doble del crecimiento en
plomo a 3 mM (Figura 3C). Por otra parte, en la confrontacién de los dos aislados flngicos en presencia de metales,
se presentd un crecimiento similar para ambos, en consecuencia, el crecimiento fue minimo y los micelios no
entraron en contacto, por lo tanto, no se considera una interaccion favorable (Figura 4).

En la Figura 5, se observa el crecimiento de los aislados M008 y ORM18 a 144 horas de incubacién. El crecimiento
de las cepas de manera individual y en consorcio se muestra en las Figuras 5y 6.

A MO08 ORM 18 Interaccion M008-ORM18

3mM 5mM

Figura 5. Controles para lainteraccion MO08yYy ura 6. Interaccién de M0O8 v ORM 18 en Cu. Pb
ORM 18: A. Aislados individual y en consorcio g As yCr.a concentracio);\es 3y 5mM. B

en agar Dextrosa Sabouraud (ADS); B. MO08
en ADS con metales pesados a
concentraciones 3y 5 mM; C. ORM 18 en ADS
con metales pesados a concentraciones 3y 5
mM

El crecimiento de manera individual y en consorcio se muestra en la Figura 5A, mostrando un crecimiento micelar
estandar. En el caso de M008, éste mostr6 un buen crecimiento en presencia de todos los metales, con mayor
desarrollo en As y Cr a ambas concentraciones evaluadas, ademas de mostrar morfologia distintiva en cromo (Figura
5B). ORM18 presentd un mejor crecimiento en cromo a ambas concentraciones en contraste con arsénico y plomo
donde solo crecid a concentracién 3 mM (Figura 5C). Por otra parte, la confrontacion de los dos aislados fungicos en
presencia de Cu, Pb y As presentd un crecimiento similar para ambos, donde el crecimiento fue minimo y los
micelios no interactuaban, en contraste con la interaccién en presencia de Cr a ambas concentraciones, donde los
micelios estaban en contacto y se desarrollaron en toda la placa (Figura 6). Este resultado es la pauta para evaluar la
remocion de cromo en medio liquido por parte del aislado M0O8 en consorcio con otro hongo (ORM18).

DISCUSION

Las relaciones antagonicas entre aislados fungicos es un comportamiento reportado previamente y se sugiere que
dicha inhibicién esta dada por la sintesis de metabolitos secundarios. Por ejemplo, Elésegui & Elizondo (2010),
reportaron el antagonismo entre los hongos Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae en
donde no se apreci6 proyeccion de las hifas de ninguna de las especies en el cultivo en la zona del halo que pudieran
contactar las margenes de la otra especie. Nuestros resultados indican que los aislados M007 y M9PG son
metabdlicamente mas activos dada la inhibicion que ejercieron frente al resto de los aislados (Figura 1). En contraste,



Mishra & Malik (2014) evaluaron microscopicamente la interaccion entre cepas flingicas Aspergillus lentulus,
Aspergillus terreus y Rhizopus oryzae empleando microscopia electrénica de barrido, resultando una interaccion
mutualista. Los tres hongos fueron capaces de desarrollarse de forma contigua entre ellos. Comparado con las
interacciones mutualistas en este estudio (Figura 2), los aislados evaluados presentaron un crecimiento favorable y
los micelios tuvieron contacto entre ellos, sin embargo, para confirmar dichas interacciones se propone realizar
microcultivos y evaluar microscopicamente su interaccion, de esta manera se confirmaria un entrecruzamiento entre
hifas de los aislados confrontados. Por otro lado, Mishra & Malik (2014) evaluaron también la remocién de cromo
con el consorcio y las cepas individuales y los resultados mostraron que el consorcio representaba la eliminacion
completa de Cr® * en menor tiempo en comparacién con las cepas individuales. En este trabajo se seleccioné un
consorcio (M008-ORM18) tolerante a cromo para posteriormente evaluar la remocién en medio liquido tanto en
consorcio como en forma individual.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que catorce interacciones fueron antagonistas y siete mutualistas, dos interacciones
mutualistas fueron evaluadas en presencia de metales pesados, siendo la interaccion M008 y ORM18 la que presento
un mejor desarrollo en presencia de cromo. Estos resultados muestran que en consorcio las cepas son capaces de
desarrollarse apropiadamente y esto da la pauta para su evaluaciéon en medio liquido contaminado con cromo, asi
como evaluar en un futuro la remocién de este metal pesado en un sitio contaminado.
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AISLAMIENTO ENZIMATICO DE PROTOPLASTOS A PARTIR DE LA RAIZ DE JITOMATE.
Contreras Lopez Hermenegildo ! y Ramirez Martinez Juan Francisco?

RESUMEN

El trabajo que se muestra a continuacion tuvo como objetivo la disociacion enzimatica por choque térmico para la
obtencion de protoplastos a partir de raiz de jitomate, el cual es la segunda hortaliza mas cominmente cultivada en
México, teniendo asi suma importancia. Los protoplastos son células vegetales que carecen de pared celular, asi que
son ampliamente usados como modelos de estudio de la membrana plasmatica. Este aislamiento se obtuvo con las
enzimas celulasa y pectinasa, que son capaces de romper la pared celular de las plantas que se componen
principalmente de celulosa, hemicelulosa y pectina asi mismo la variacion en la temperatura en un rango de 40-30°C.
Lograndose obtener resultados sumamente favorables en la obtencién de estos.

ABSTRACT

The work shown below was aimed at the enzymatic dissociation by thermal shock to obtain protoplasts from tomato
root, which is the second most commonly cultivated vegetable in Mexico, with the utmost importance. Protoplasts
are plant cells that lack cell wall, so they are widely used as plasma membrane study models. This isolation was
obtained with the enzymes cellulase and Pectina, which are capable of breaking the cell wall of the plants that are
composed mainly of cellulose, hemicellulose and pectin as well the variation in temperature in a range of 40-30 °c.
Achieving obtain extremely favorable results in obtaining these.

Palabras clave: disociacion. enzimas, protoplastos, pared celular, raiz.

INTRODUCCION

El jitomate es la segunda hortaliza mas cominmente cultivada en el mundo. Solo la papa la supera. Ademas, el
consumo del jitomate fresco por persona en el mundo va en aumento, al igual que el de productos procesados que lo
contiene. (Lesur, 2006). En México se siembran alrededor de 80000 ha, con un rendimiento promedio de 28.7
ton/ha. a pesar de cultivarse en 27 estados de México, solo en 5 entidades (Sinaloa, Baja California, San Luis Potosi,
Jalisco y Nayarit), se concentra en promedio el 74.2% de la produccion (SAGARPA, 2000).

Existen tres tipos de maneras de clasificar el tomate, seguin su forma, madurez y color. De acuerdo a su forma existen
5 tipos, del mas pequefio al méas grande: cherry, saladette, tipo pera, bola estdndar y bola grande. Se clasifican por su
grado de madurez es de acuerdo por el nimero de dias entre que es plantado y su cosecha. De madurez temprana se
cosechan a los 55-65 dias. De mediana maduracion se consideran de 66 a 80 dias, y los de mayor maduracion que
requieren mas de 80 dias. De la misma manera, pueden clasificarse en funcién de su color; existen verde lima,
amarillo, dorado, anaranjado y rojo. (Barraza, Fischer, & Cardona, 2004)

Protoplastos y uso de enzimas.

Un protoplasto es una célula vegetal a la cual se le ha removido completamente la pared celular, mediante métodos
mecéanicos o enziméaticos. Observandolos al microscopio los protoplastos presentan una forma esférica, con el
citoplasma rodeado por una membrana plasmaética; en el interior de las células se puede visualizar en ndcleo. Para
lograr éxito al aislar protoplastos se ha recomendado exponer el material de partida (en este caso la raiz) a una
solucién de enzimas (celulasa y pectinasa) con concentraciones adecuadas para que sean capaces de romper la pared
celular de las células vegetales. Las paredes celulares de la mayoria de las plantas poseen caracteristicas especificas
que van de acuerdo al crecimiento y tiempo de vida de la planta.

La pared celular primaria es relativamente delgada y flexible, contiene, aproximadamente, cantidades iguales de
celulosa, hemicelulosa y pectina. La pared secundaria, es mas rigida, generalmente carece de pectina y contiene de
un 50-80% de celulosa.
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METODO ELECTROFISIOLOGICO EN PROTOPLASTOS.

Una vez obtenidos los protoplastos, el estudio de flujo de iones por canales o0 bombas puede realizarse gracias a una
técnica electrofisiolégica denominada patch clamp.
La técnica de patch clamp (desarrollada por Nher y Sakmann) usa una micropipeta de vidrio con un didmetro suave
con una abertura de aproximadamente 1um. Esto contrasta con microelectrodos nitidos que se usan con frecuencia en
otras técnicas electrofisioldgicas. La pipeta se llena con una solucién que depende del estudio especifico o la técnica
de patch clamp usada. Un electrodo de metal en contacto con esta solucién conduce cambios eléctricos a un
amplificador de voltaje. Este estd presionado contra la membrana celular y se aplica succién para absorber la
membrana dentro de la pipeta con el electrodo para formar un sello eléctricamente apretado de “giga-ohm”. (Judith
Ruiz Martinez, pags. 57-63)
METODOLOGIA

Obtencidn de raices

Todo el material que se utilizé durante el desarrollo del experimento fue previamente esterilizado dentro de una
autoclave a 120 °C y 0.15 Psi, frascos de vidrio con tapa, cajas de Petri, puntas para micropipeta y solucion
osmotica, matraces, etc.

Para la obtencion de las raices de jitomate, se seleccionaron 5 plantas, a las cuales se les retiro todo el sustrato
(tierra), posteriormente se limpiaron dejandolas libres de cualquier rastro de este y se les dio un pretratamiento de 3
minutos con una solucion biocida compuesta principalmente (Amoxicilina, Captan, Rally 40W y Miconazol) con
fungicidas y antibio6ticos, posteriormente pasaron a una solucion de Hipoclorito de sodio al 10%.

Una vez concluido este pretratamiento se realizé la siembra, se colocaron las raices dentro de un matraz Erlenmeyer
de 250ml previamente esterilizado y se agregé medio MS hasta que cubriera completamente la raiz.

El medio MS (Murashige y Sloog) estd compuesto por 5 soluciones (A, B, C, D, E), ImL, 10mL, 5mL, ImL y
10mL, respectivamente. Que aportan todos los nutrientes esenciales para el crecimiento 6ptimo de la planta (C, O, N,
H, S, K, Ca, Fe, P, Mg, etc.), ademas se adiciono 1.9g de KNO3 y 1.65g de NH4NO3.

Obtencion de protoplastos

Para la obtencion de protoplastos, una semana después de la siembra se tomd muestra de las raices que presentaban
un mayor grosor principalmente muestreando pequefios fragmentos de la raiz pivotante para obtener mayor
produccion de estos.

Se elaboro una solucién de enzimas, la cual contenia 0.0396g de celulasa y 0.0534 ml de pectinasa disueltos en 6 mi
de solucion osmotica (manitol y MgCl2), previamente esterilizada.

Las muestras de raices se colocaron dentro de un frasco con tapa en contacto con la solucién de enzimas y se
metieron a bafio Maria a 40°C por 1 h favoreciendo la disociacién, posteriormente se bajo la temperatura a 30°C,
manteniéndola asi durante los dos dias en donde se presenta la mayor eficiencia.

Conteo de protoplastos.

Transcurrido el primer dia del experimento se realizé el conteo tomandose una alicuota de 50 pL la cual se coloco en
una camara de Neubauer, que es un instrumento utilizado en medicina y biologia para realizar el recuento de esporas
y células en un medio liquido. La visualizacién se realiz6 con el objetivo de 40x en el microscopio considerando solo
el conteo en 9 campos de los 25 cuadros que contiene el cuadrado secundario central. Y finalmente se repitio el

conteo al primer y segundo dia del inicio del aislamiento.
RESULTADOS Y DISCUSION.

Las tablas y graficas que se muestran a continuacion contienen la recopilacién de datos de cada uno de los
aislamientos de protoplastos realizados durante dicha investigacion, en estas se muestran el promedio de células
vegetales y protoplastos producidos al primer, segundo y tercer dia de cada raiz, asi como los obtenidos a través de
una semilla comercial, germinada en el medio MS anteriormente ya mencionado.
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Tabla 1. Promedio de Conteo de protoplastos (P) y
células vivas (C.V). Primer aislamiento en la raiz 1.

Tabla 2. Promedio de Conteo de protoplastos (P)
y células vivas (C.V). Primer aislamiento en la raiz

2.
Dias Células vegetales |Protoplastos Dias Células vegetales | Protoplastos
1 3,7 2,1 1 22 10,4
2 4,8 1,7 2 161,4 51,1
3 8,8 5,3 3 11,3 4,8

Tabla 3. Promedio de Conteo de protoplastos (P) y células vivas (C.V). Primer aislamiento en germinada
2.

Dias Células vegetales |Protoplastos
1 33,2 3,11
2 141,1 45,7
3 32,1 11

De acuerdo con las tablas, se elaboraron gréficas para observar el comportamiento en la produccion de protoplastos
gue se mostraron en las raices durante los 3 dias para cada experimento (Figura 1, 2 y 3). Donde en el eje de las
abscisas se grafica el tiempo en dias y en el eje de las ordenadas se grafica el nimero de protoplastos y células
vegetales.

Con lo anterior, se puede observar en los gréficos que existe una buena formacion de protoplastos a partir del primer
dia, teniéndose en el segundo la mayor productividad y eficacia de este monitoreo mientras que en una muy baja
cantidad al llegar al tercero en donde decae la produccion de manera significativa, esto puede atribuirse a la perdida

de actividad de las enzimas y a la desnaturalizacion de estas.
Como se muestra en las graficas siguientes;
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Figura 3. Gréfico que representa el promedio del comportamiento de protoplastos y células vivas,
monitoreado durante 3 dias. Utilizando celulasa a una concentracion de [0.66 w/v] y pectinasa a [0.530 v/v].
Con unatemperatura que oscila de 40-30°C. Datos correspondientes alaraiz 1.
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Figura 4. Grafico que representa el promedio del comportamiento de protoplastos y células vivas,
monitoreado durante 3 dias. Utilizando celulasa a una concentracién de [0.66 w/v] y pectinasa a [0.530 v/v].
Con unatemperatura que oscila de 40-30°C. Datos correspondientes a la Raiz 2.

Obtencion de protoplastos y células vegetales en germinada 2

No de C.V y protoplastos
[ve]
o

40
- N .

1 2 3
Dias

W Células vegetales M Pratoplastos

Figura 5. Grafico que representa el promedio del comportamiento de protoplastos y células vivas,
monitoreado durante 3 dias. Utilizando celulasa a una concentracién de [0.66 w/v] y pectinasa a [0.530 v/v].
Con unatemperatura que oscila de 40-30°C. Datos correspondientes a la semilla germinada 2.

De acuerdo a esto, se dedujo que experimentalmente tanto la concentracién de celulasa y pectinasa eran adecuadas
ya que debido a la composicion quimica de la pared celular estas cumplian con lo esperado obteniendo gran
produccion de protoplastos, la temperatura y la antigliedad de la raiz influyen de manera positiva y/o negativa, A
mayor tiempo de antigiiedad en la raiz presenta un mayor engrosamiento de la raiz pivotante lo que conlleva a una
mejor toma de muestra y una eficaz produccion.

Las condiciones a las cuales se obtuvieron mejores resultados fueron en un lapso de 48 horas, con una temperatura
de 30°C y concentraciones mencionadas en las figuras (1, 2 y 3). Dicha temperatura se controld por medio de un
bafio maria dentro del cual se metieron los frascos con las soluciones y las muestras de raiz para su disociacion.



Figura 6. Fotografia de la presencia de protoplastos al segundo dia en raiz de jitomate mediante la
disociacion enzimatica.

En esta se imagen se distinguen células vegetales y protoplastos, en donde los protoplastos presentan una forma
completamente esférica en comparacién con las células que su estructura en mas desprolija.

CONCLUSIONES

Durante este proyecto de investigacion se concluye:

e Las enzimas son el aspecto principal en el proyecto estas deben de tener especial atencién ya que de
utilizarse en una mayor concentracién aumentarian y facilitarian la eficacia de la disociacion

e El experimento debe llevarse a cabo hasta el segundo dia, ya que se notdé una disminucién bastante
considerable en el tercero, motivo por el cual deben correrse las pruebas de electrofisiologia durante este dia
para que conlleve una mayor oportunidad de seleccionar protoplastos y aumentar la eficacia de estas.

e El manejo con las enzimas, asi como la temperatura afecta directamente la produccion ya que con cambios
bruscos de esta pueden desnaturalizarse y perder actividad.

e El tiempo de vida de la planta y su tamafio, resulta ser un aspecto importante en el experimento
obteniéndose mejores resultados en raices mas gruesas.

e La raiz pivotante (principal) tiene la mayor eficiencia en la produccion de protoplastos proporcionado una
mayor area de oportunidad.
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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS PATOGENAS AISLADAS DE PRODUCTOS
LACTEOS EN EL ALTIPLANO POTOSINO.
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Homero Camarillo Mata™ y Maria Cruz del Rocio Terrones Gurrola

RESUMEN

La generacion de productos derivados de la leche es de las principales actividades en el pais siendo el ganado caprino
uno de los mayores productores, paralelo a esto, se aprecia una notable contaminacion del producto, dicha situacion
representa un reto a nivel cadena de produccion en comunidades. El queso es un excelente medio para el crecimiento
y proliferacion de microorganismos patégenos en el humano, y con los avances farmacol6gicos ante las
enfermedades, e impulsado por un mal manejo y deficiente control de suministro de tratamientos, los patégenos han
adquirido resistencia, esta investigacion denota algunos de los patégenos mas importantes aislados en quesos de
comunidades del altiplano potosino que representan un reto ante los tratamientos clinicos evidenciando resistencia
antimicrobiana in vitro.

ABSTRACT

The generation of milk products is one of the main activities in the country, with goats being one of the largest
producers. In parallel with this, there is a notable contamination of the product, which represents a challenge at the
production level in communities. Cheese is an excellent medium for the growth and proliferation of pathogenic
microorganisms in humans, and with pharmacological advances in the face of diseases, and driven by poor
management and poor control of the supply of treatments, pathogens have acquired resistance, this research indicates
some of the most important pathogens isolated in cheeses from the highland communities of the altiplano potosino,
which represent a challenge to clinical treatments, demonstrating in vitro antimicrobial resistance.

Palabras clave: Queso, Microorganismos patdgenos, Resistencia antimicrobiana.
INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y segln el
Codex Alimentarius, por producto lacteo se entiende un “producto obtenido mediante cualquier elaboracion de la
leche, que puede contener aditivos alimentarios y otros ingredientes funcionalmente necesarios para la elaboracion”
(FAO, 2018). La produccién de leche caprina en México, se caracteriza por ser un sistema de produccion extensivo y
la produccién estabulada es escasa. En la mayoria de las explotaciones, se carece de adecuados esquemas de
alimentacion, se observan deficiencias en la salud e higiene de las cabras, fallas en las practicas de manejo, falta de
control de las enfermedades transmisibles al hombre, deficiente capacitacion del personal del establo, etc
(SAGARPAJ/SENASICA, 2011). En México, al concluir noviembre de 2017, la industria de quesos produjo 361 mil
20 toneladas con un valor en el mercado de 17 mil 902 millones de pesos (SAGARPA/SIAP, 2017). Por otra parte la
leche de cabra en el estado de San Luis Potosi, se transforma mayoritariamente en quesos y dentro de estos pueden
clasificarse en dos tipos comunes: los hay artesanales e industriales. (Gémez y Gonzéalez, Pinos Rodriguez, &
Aguirre Rivera, 2009). De acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios.
Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y derivados l&cteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias.
Métodos de prueba, y las de concordancia con la misma, sefialan la definicién generalizada de queso y de igual
forma sefiala las distintas variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado (SSA,
2010)

La industria lactea debe salvaguardar la seguridad y calidad de la leche de consumo (G. Machado, y otros, 2017). En
mayo de 2015, la 68.a Asamblea Mundial de la Salud adopté un Plan de accion mundial sobre la resistencia a los
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antimicrobianos, uniéndose a esta causa hacia 2015 las asambleas de la FAO y de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) (WHO, 2017). Las acciones por parte de México se establecen en el Programa Sectorial de
Desarrollo Agropecuario, Pesquero y Alimentario 2013-2018, se establece que el Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) tiene a cargo el Programa de Sanidad e Inocuidad
Agroalimentaria, como el instrumento de seguridad nacional para realizar las acciones de sanidad vegetal, salud
animal e inocuidad (SAGARPA, 2017).

En el d&mbito de salud y seguridad alimentaria una informacion precisa sobre la carga de las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA) puede orientar adecuadamente a los planificadores de politicas a la hora de
asignar recursos al control de la inocuidad de los alimentos y a las intervenciones en este ambito (WHO, 2015) , cosa
gue ya se ha implementado en el pais (SAGARPA, 2017). Las estrategias de control deben comenzar en la granja y
continuar en todo el proceso (G. Machado, y otros, 2017) . Sin embargo en México las ETA estan relacionadas con
el uso indiscriminado de antibioticos en el proceso de produccion de alimentos (SSA, 2015). Los productos lacteos
fermentados a menudo no son fabricados en condiciones estériles o con leche estéril (D.Hickey, J.Sheehan,
G.Wilkinson, & E.Auty, 2015). Se han reportado mas de 100 microorganismos (en los que se puede denotar S
aureus, E.coli, Salmonella spp, etc.) como agentes causales de infecciones por ETA y muchos antimicrobianos
utilizados en animales destinados a la produccion de alimentos son idénticos o estrechamente relacionados con los
utilizados en el ser humano (Villanueva T & Morales C, 2017). El uso de los antimicrobianos en animales
destinados a la produccién de alimentos puede llevar a la seleccidn y propagacién de bacterias resistentes, que
después pueden transmitirse al ser humano por medio de alimentos u otras vias (WHO, 2017). En el pais los
medicamentos con fines curativos en animales tienen carécter residual, por lo que deben ser empleados en forma
racional (SAGARPA/SENASICA, 2011).

La WHO ha nombrado la resistencia a los antibi6ticos como una de las tres amenazas mas importantes para la salud
publica del siglo XXI. Las bacterias tienen una notable plasticidad genética que les permite responder a las amenazas
ambientales, incluida la presencia de moléculas de antibioticos (M. Munita & A. Arias, 2016). La resistencia
antibiotica es un fendbmeno progresivo caracterizado por una defensa total o parcial de los microorganismos al efecto
del antibiotico; debido principalmente al uso indiscriminado e irracional de los antibidticos, asi como la
implementacion de dosis incorrectas o aplicaciones con una duracién inapropiada de las terapias (Villanueva T &
Morales C, 2017). El problema de la resistencia antimicrobiana es igualmente importante y frecuente en animales; a
pesar de que enfatizado en menor medida ya que los agentes antimicrobianos son empleados para la produccién
animal de alimentos como terapéuticos, metafilactico, profilactico o como promotor del crecimiento (Sharma, y
otros, 2018).

El uso veterinario de antibi6ticos en animales, es objeto de criticas y presiones legales, ya que los alimentos
procedentes de animales tratados con agentes antimicrobianos pueden contener tazas de éstos que se incorporan al
organismo humano a través de la cadena alimentaria, fomentando la aparicion de microorganismos resistentes en el
hombre (Cancho Grande, Garcia Falcon, & Simal Gandara, 2000). La amenaza incluye la propagacion de bacterias
multirresistentes, y las infecciones sin opciones terapéuticas. La resistencia antimicrobiana tiene per se un mayor
impacto social y econémico (Sharma, y otros, 2018), y aquellos que son resistentes a maltiples drogas representan
una creciente amenaza para la salud publica (Chang, y otros, 2015). El uso de agentes antimicrobianos es quizas la
principal fuerza motriz en el desarrollo y difusion de la resistencia y requiere una estrategia de tratamiento y
prevencion barata y efectiva para el publico (Sharma, y otros, 2018). Considerando la importancia y el impacto sobre
la poblacién en una region caracteristica de produccidn lactea de ganado caprino es imperativo un proyecto enfocado
al andlisis de resistencia a antibidticos de cepas de queso producido en la region del altiplano potosino.

METODOLOGIA

1. Se gener6 un estudio de tipo descriptivo; cuantitativo realizado a partir de tomas de muestras de Queso de
municipios del Altiplano Potosino.

2. Ejecucion de analisis microbioldgico por medio de los estandares de procedimiento emitidos por la NORMA
Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, férmula lactea, producto lacteo
combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba, y la NORMA
Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiologicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacidn de microorganismos patégenos. Que va desde la
toma de muestras hasta el informe de resultados.



3. Desarrollo de antibiograma por el método de Kirby-Bauer para la obtencion de la susceptibilidad y resistencia
del microorganismo aislado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro analisis de muestras de queso recolectadas de la regién poco menos del 40% se asocia presuntivamente a
contaminacion, en particular de Salmonella spp, un patégeno importante que se ha encontrado en quesos frescos de
leche cruda y pasteurizados, llega a éstos por diversos medios y constituye un problema serio en la calidad de este
producto. De un total de 7 muestras analizadas de las cuales 4 pertenecen a comunidades del municipio de Charcas;
2 del municipio de Vanegas y 1 muestra del municipio de Cedral. Se encontré una prevalencia relativa de 36.5% de
colonias sospechosas a Salmonella spp aisladas a partir de muestra obtenida de queso de cabra en la region lo que
destaca una cercania del 30% reportado por el estudio de tipo transversal efectuado por Addis, y cols en el 2011
sobre la prevalencia y resistencia antimicrobiana de Salmonella aislada de vacas lecheras y en contacto con los
humanos en las granjas lecheras de Addis Ababa, donde se encontré una prevalencia de contaminacion del
microorganismo con un total de 28.8% de positivos en leche. Cepas de Salmonella spp son conocidas como
contaminantes microbiol6gicos selectivos en alimentos en América Latina y de acuerdo a lo reportado por Quesada,
Gabriel A, Ayelen, Lisandro D, & Maria Soledad en humanos la contaminacion de microorganismos resistentes
pueden no solo producir la estancia hospitalaria sino también alargarla, esta es una de las muchas consecuencias
asociadas produciendo aumento en el gasto de los sistemas de salud como sucede en la regién del Altiplano
potosino.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2008) y Longo (2013) citado por Rivera de la Cruz, Miranda Romero,
& Garcia Cué, en el 2017 sobre su estudio de identificacion de bacterias acidoléacticas antagonicas de Salmonella
enterica var. Typhimurium aisladas de queso artesanal, coinciden en que la salmonelosis, asi como la mayoria de las
enfermedades gastrointestinales, es una de las principales afecciones por las que las personas requieren atencién
médica, no sélo en México. concordando con dichos resultados, Gould, Mungai, & Behravesh en el 2014 estudiaron
los brotes atribuidos al queso: diferencias entre los brotes causados por los productos lacteos no pasteurizados y
pasteurizados, Estados Unidos, 1998-2011, sefialan a Salmonella como el principal causante (34%), de lo cual, se
encuentra coincidencia de contaminacidn con nuestro estudio con una diferencia no tan remarcada cercana al 3%.

En acuerdo con Kyoung-Hee , Heeyoung , Soomin , Sejeong, & Yohan en el 2016 sobre las evaluaciones de riesgo
microbiano que indican que la leche del queso pasteurizado y blando podria estar contaminado con L. monocitogenes
por contaminacion poscosecha. Ademas de que el riesgo de contaminacidn se hace evidente por E. coli, Salmonella
spp., S. aureus y L. monocytogenes de queso de leche cruda. De ahi que algunas de esas bacterias sean considerados
como indicadores de una higiene deficiente segln un estudio del impacto en la salud humana de patdégenos presentes
en productos fermentados sefialado por Fernandez, Hudson, Korpela, & de los Reyes-Gavilan hacia 2015, en el que
se puede apreciar existencia de contaminacién de especies patégenas que incluyen Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, y las anteriormente sefialadas, y que, en efecto, en nuestro estudio, se encontro presencia de
dichos patégenos de los que se logré aislar exitosamente cepas de E.coli, Klebsiella y Salmonella spp, lo que
representd un total para 3 municipios evaluados (42.8%), (dos muestras por localidad lo que representa un total de 6
muestras: 37.5%), de los cuales el 50% de los resultados correspondian a E.coli y 33.3% para Klebsiella
respectivamente. Lo siguiente muestra los resultados obtenidos a partir de las 6 muestras evaluadas.

Tabla 1. Resultados de las pruebas de resistencia y susceptibilidad a los agentes antibiéticos por parte de
microorganismos aislados a partir de muestras de queso de las comunidades evaluadas por medio de
antibiograma.

MUNICIPIO LOCALIDAD *M.O *GM *SAM *VA *CRO *C K C
VANEGAS TEPETATE E.coli S R R S R R R
Klebsiella | S R S R | R

HUERTECILLAS E.coli S S R S R | R

Klebsiella S S R S R | R

CEDRAL CUAREJO E.coli S R R R R R R
Salmonella - S R S R S R

*Micrororganismo (M.O); Gentamicina (GM); Ampicilina (SAM); Vancomicina (VA); Ceftriaxona (CRO); Eritromicina (E); Cefalotina (KP); Clindamicina (CC);
Susceptible (S), Intermedio (1); Resistente (R)
Nota: Comparativos evaluados de resistencia ante Tabla de interpretacion de los resultados método de difusion en agar (Normas CLSI 2015).



En cuanto a la susceptibilidad y resistencia que presentaron los resultados de las pruebas de antibiograma, se logré
captar una susceptibilidad del 83.3% de las muestras para el agente Ceftriaxona, mientras que fue de 66.6% para la
Gentamicina, donde solo Klebsiella mostro resistencia intermedia. Seguido de los agentes Ampicilina y Cefalotina
en el que E.coli tiene una resistencia relativa de 33.3% para ambos farmacos y donde Klebsiella comparte lugar
porcentual al ser resistente intermedio solo ante Cefalotina. Mientras que se evidenci6 una resistencia total a los
agentes Vancomicina y Clindamicina (multirresistencia) sin cambios aparentes sobre el halo de inhibicion de
crecimiento microbiano, lo anterior concuerda con lo sefialado por Chang y otros en el 2015, sobre su estudio del
origen y proliferacion de la resistencia a farmacos por parte de bacterias patdégenas, en el que se destaca la resistencia
bacteriana a agentes antibioticos como Ampicilina, especificamente de los géneros Enterobacteriaceae. Las pruebas
de susceptibilidad de la cepa de Salmonella fue evidentemente positiva para Gentamicina y Ceftriaxona con un halo
de inhibicién mayor a los demas, los que catalogaria como los farmacos de eleccion ya que represento resistencia a
los demés antibi6ticos, lo anterior va en concordancia con lo sefialado por Mebrat, Legesse, Zabishwork, & Walelgn
hacia 2016, en un articulo sobre la prevalencia y resistencia antimicrobiana de Salmonella aislada en alimentos de
origen animal en Gondar, Ethiopia, donde ademas se concuerda la resistencia de dicho patégeno a dos o mas de los
antibioticos empleados sobre las muestras.
CONCLUSIONES

A pesar de la importancia del conocimiento de la resistencia antimicrobiana de patdgenos hacia el humano, es
relativamente poca la informacion que se tiene acerca de este problema ya que incluso dichos patégenos pueden
resistirse al tratamiento clinico tomando en cuenta nuestros resultados se debe considerar la investigacion de dicho
aspecto. Ahora, si bien se denotan fallas de produccién alimentaria particularmente del queso al ser expuesta ya sea a
contaminacion por fallas en la cadena de valor del mismo, es de considerar que los microorganismos que se lograron
aislar e identificar representan un riesgo constante para la salud a nivel de comunidades, esto aunado a los resultados
gue muestran sobre la resistencia hacia los agentes antibidticos, dichos farmacos muchas veces empleados en el
ambito clinico representan un reto para mejorar desde una primera linea de produccion la calidad de los alimentos y
por consiguiente evitar el consumo de alimentos que representen un riesgo latente para la poblacion, lo anterior no
solo plantea estrategias de mejora hacia la generacion de alimentos, sino una segunda linea de accion hacia el campo
clinico planteando estrategias de intervencién mas eficaces y seguras en caso de tratamientos en humanos.

BIBLIOGRAFIA

1. Addis, Z., Kebede, N., Worku, Z., Gezahegn, H., Yirsaw, A., & Kassa, T. (2011). Prevalence and antimicrobial
resistance of Salmonella isolated from lactating cows and in contact humans in dairy farms of Addis Ababa: a
cross sectional study. BMC Infectious Diseases, 7.

2. Brizuela-Lab. (2015). Tabla de Interpretacion de los Resultados Método de Difusién en Agar (Normas CLSI
2015) (Para antimicrobianos contenidos en Discos Multiples y Monodiscos de Brizuela-Lab.). Obtenido de
Brizuela-Lab.: http://www.brizuela-lab.com.ar/manuales/Tablan.pdf

3. Cancho Grande, B., Garcia Falcon, M. S., & Simal Gandara, J. (2000). THE USE OF ANTIBIOTICS IN
ANIMAL FEEDS: AN ACTUAL PERSPECTIVE. Ciencia y Tecnologia Alimentaria, 39-47.

4. Chang, H.-H., Cohen, T., H. Grad, Y., P. Hanage, W., F. O’Brien, T., & Lipsitch, M. (March of 2015). Origin
and Proliferation of Multiple-Drug Resistance in Bacterial Pathogens. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, 79(01), 101-116.

5. D.Hickey, C., J.Sheehan, J., G.Wilkinson, M., & E.Auty, M. (February de 2015). Growth and location of
bacterial colonies within dairy foods using microscopy techniques: a review. frontiers in Microbiology, 6(99), 1-
8.

6. FAO. (2018). Food and Agriculture Organization of the United Nations. Recuperado el Lunes 11 de Junio de
2018, de Food and Agriculture Organization of the United Nations: http://www.fao.org/dairy-production-
products/products/es/

7. Fernandez, M., Hudson, J. A., Korpela, R., & de los Reyes-Gavilan, C. (2015). Impact on Human Health of
Microorganisms Present in Fermented Dairy Products: An Overview. BioMed Research International, 13.

8. G. Machado, S., Bagliniére, F., Marchand, S., Van Caillie, E., C. D. Vanetti, M., & De Block, J. (March de
2017). The Biodiversity of the Microbiota Producing Heat-Resistant Enzymes Responsible for Spoilage in
Processed Bovine Milk and Dairy Products. frontiers in Microbiology, 8(302), 1-22.

9. Gomez y Gonzalez, Pinos Rodriguez, J. M., & Aguirre Rivera, J. R. (2009). MANUAL DE PRODUCCION
CAPRINA. San Luis Potosi, México.: Universidad Auténoma de San Luis Potosi.



http://www.brizuela-lab.com.ar/manuales/Tablan.pdf
http://www.fao.org/dairy-production-products/products/es/
http://www.fao.org/dairy-production-products/products/es/

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

Gould, L., Mungai, E., & Behravesh, C. (2014). Outbreaks Attributed to Cheese: Differences Between
Outbreaks Caused by Unpasteurized and Pasteurized Dairy Products, United States, 1998-2011. Foodborne
Pathog Dis, 545-551.

Kyoung-Hee , C., Heeyoung , L., Soomin , L., Sejeong, K., & Yohan , Y. (2016). Cheese Microbial Risk
Assessments — A Review. Asian Australas, 307-314.

M. Munita, J., & A. Arias, C. (April de 2016). Mechanisms of Antibiotic Resistance. HHS Public Access, 4(2),
1-37.

Mebrat , E., Legesse , G., Zabishwork, A., & Walelgn , W. (2016). Prevalence and Antimicrobial Resistance of
Salmonella Isolated from Animal-Origin Food Items in Gondar, Ethiopia. BioMed Research International, 8.
Quesada, A., Gabriel A, R., Ayelen, R., Lisandro D, C., & Maria Soledad, B. (2016). RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE Salmonella spp AISLADA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL PARA
CONSUMO HUMANO. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Pdblica, 32-44.

Rivera de la Cruz, J., Miranda Romero, L., & Garcia Cué, J. (2017). ldentification of antagonistic acidolactic
bacteria of Salmonella enterica var. Typhimurium isolated from artisanal cheese. Revista Mexicana de Ciencias
Agricolas, 785-797.

SAGARPA. (01 de Septiembre de 2017). 5° INFORME DE LABORES 2016-2017. Recuperado el Jueves 14 de
Junio de 2018, de gob.mx:
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/255710/5TO_INFORME 2017 web.pdf
SAGARPA/SENASICA. (16 de Agosto de 2011). Manual de Buenas Préacticas en Produccion de Leche Caprina.
Recuperado el Lunes 11 de Junio de 2018, de gob.mx:
http://www.sagarpa.gob.mx/ganaderia/Publicaciones/Lists/Manuales%20de%20Buenas%20Prcticas/Attachment
s/3/manual_cabra.pdf

SAGARPA/SIAP. (2017). Panorama de la Leche en México. Cuidad de México: Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

Sharma, C., Rokana, N., Chandra , M., Pal Singh, B., Devidas Gulhane, R., Singh Gill, J. P., . . . Panwar, H.
(January de 2018). Antimicrobial Resistance: Its Surveillance, Impact, and Alternative Management Strategies
in Dairy Animals. frontiers in Veterinary Science, 4(237), 1-27.

SSA. (2010). NORMA Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula lactea,
producto lacteo combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
México, D.F.: Secretaria de Salud.

SSA. (Septiembre de 2015). ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETA). Recuperado el
Lunes 11 de Junio de 2018, de gob.mx:
file:///C:/Users/usuario/Documents/Downloads/4.2VIGILANCIADEENFERMEDADESTRANSMITIDASPOR
ALIMENTOS(1).pdf

SSA. (2015). NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbioldgicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos
patdgenos. México, D.F.: Secretaria de Salud.

Villanueva T , G., & Morales C, S. (Diciembre de 2017). Antibiotic resistance of bacterial pathogens isolated
from clinical mastitis in intensive bovine breeding. Revista electrénica de Veterinaria, 18(12), 1-12.

WHO. (03 de Diciembre de 2015). WHO estimates of the global burden of foodborne diseases. Recuperado el
Lunes 11 de Junio de 2018, de who.int:
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/199350/9789241565165_eng.pdf?sequence=1

WHO. (07 de Noviembre de 2017). WHO guidelines on use of medically important antimicrobials in food-
producing  animals. Recuperado el Lunes 11 de Junio de 2018, de  who.int:
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/258970/9789241550130-
eng.pdf;jsessionid=95B13B18065366B77B3EBADACEA26A5F?sequence=1



https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/255710/5TO_INFORME_2017_web.pdf
http://www.sagarpa.gob.mx/ganaderia/Publicaciones/Lists/Manuales%20de%20Buenas%20Prcticas/Attachments/3/manual_cabra.pdf
http://www.sagarpa.gob.mx/ganaderia/Publicaciones/Lists/Manuales%20de%20Buenas%20Prcticas/Attachments/3/manual_cabra.pdf
file:///C:/Users/usuario/Documents/Downloads/4.2VIGILANCIADEENFERMEDADESTRANSMITIDASPORALIMENTOS(1).pdf
file:///C:/Users/usuario/Documents/Downloads/4.2VIGILANCIADEENFERMEDADESTRANSMITIDASPORALIMENTOS(1).pdf
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/199350/9789241565165_eng.pdf?sequence=1
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/258970/9789241550130-eng.pdf;jsessionid=95B13B18065366B77B3EBADACEA26A5F?sequence=1
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/258970/9789241550130-eng.pdf;jsessionid=95B13B18065366B77B3EBADACEA26A5F?sequence=1

ACTIVIDAD ANTI-OXIDANTE DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DE FRUTOS DE GARAMBULLO
(Myrtillocactus geometrizans) Y ARANDANO AZUL (Vaccinium spp)

Segovia Garcia Itzel Anahi*y Torres Rodriguez Maria Lucina?
RESUMEN

El garambullo (Myrtillocactus geometrizans) es una cactacea columnar endémica de México, la cual al igual que el
Arandano Azul (Vaccinium spp) son conocidos por su potencial funcional y nutracedtico. En el presente trabajo se
realizaron diversos extractos variando el tipo de solvente, la proporcion fruto fresco / solvente y el pH. Se realiz6 la
determinacion cualitativa de flavonoides mediante cromatografia en capa fina y la cuantificaciéon de fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu. La actividad antioxidante se evalu6 mediante el ensayo de DPPH. Los flavonoides
fueron positivos en los extractos metanélicos y etanélicos de garambullo y ardndano, en el extracto metanolico acido
de arandano y en el jugo de garambullo. La concentracion de compuestos fendlicos totales fue desde 4.710 hasta
2976.271 g AG / kg de pulpa fresca. La actividad antioxidante tuvo un rango de 0.0364 a 22.1790 mMol equivalente
de Trolox /g de pulpa fresca.

ABSTRACT

The garambullo (Myrtillocactus geometrizans) is a columnar endemic cactus of Mexico, which, like Blueberry
(Vaccinium spp), are known for their functional and nutraceutical potential. In the present work various extracts were
made varying the type of solvent, the proportion of fresh fruit/solvent and pH. The qualitative determination of
flavonoids was carried out by means of thin layer chromatography and the quantification of total phenols was made
by the Folin-Ciocalteu method. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH assay. The flavonoids were
positive in the methanolic and ethanolic extracts of garambullo and blueberry, in the acid methanol extract of
blueberry and in the garambullo juice. The concentration of total phenolic compounds was from 4.710 to 2976.271
gAG/kg of fresh pulp. The antioxidant activity ranged from 0.0364 to 22.1790 mMol equivalent of Trolox / g of
fresh pulp.

Palabras clave: Actividad antioxidante, Compuestos polifendlicos, flavonoides, Myrtillocactus geometrizans,
Vaccinium spp.

INTRODUCCION

Las plantas poseen una gran cantidad de fitoquimicos que les confiere valor funcional elevado y actividad terapéutica
importante. Estos compuestos son resultado del metabolismo secundario de los vegetales y se clasifican con base a
su ruta de biosintesis, funcién y caracteristicas estructurales (Aponte et al., 2008). Los compuestos polifendlicos
(CPF) son un grupo de metabolitos secundarios que contienen en su molécula al menos un anillo aromatico unido a
uno o mas grupos hidroxilo, se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza en frutas, verduras y plantas
medicinales (Mercado et al., 2013).

Evidencia reciente sugiere que la ingesta elevada de CPF se asocia con la reduccion en el desarrollo de enfermedades
crénico-degenerativas como enfermedad cardiovascular (ECV), procesos inflamatorios, diabetes y cancer (Martinez
et al., 2011). El efecto funcional de los CPF se fundamenta en su capacidad para secuestrar radicales libres y
neutralizar especies reactivas de oxigeno (ERO) responsables del dafio celular y tisular. Las ERO se generan a partir
del metabolismo oxidativo normal de la célula, ademéas de la exposicion externa a diversos factores como rayos
ultravioleta, contaminacién ambiental, consumo de tabaco, entre otros. Sin embargo, una sobreproduccién y
acumulacién de ERO como resultado de la incapacidad de la respuesta antioxidante enddgena, provoca un
desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y antioxidantes en las células, desencadenando de esta manera estrés
oxidativo y dafio (Leos et al., 2016).
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En este contexto, resulta de gran interés incorporar en la dieta alimentos funcionales ricos en compuestos bioactivos
gue posean capacidad antioxidante elevada, con la finalidad de evitar, disminuir o retrasar los dafios oxidativos
asociados a enfermedades no transmisibles.

Los frutos rojos, conocidos también como frutillas del bosque, se consideran de gran valia y de alto potencial
nutracedtico, ya que contienen CPF y pigmentos naturales (antocianinas, betalainas o carotenos) que les confieren
poder antioxidante elevado.

Myrtillocactus geometrizans es una especie de cactdcea columnar endémica de México ampliamente distribuida
como vegetacion silvestre en las tierras altas de la Republica Mexicana, principalmente en los estados de
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y San Luis Potosi. El fruto se conoce popularmente como “garambullo”, es de forma
globular con una cascara fina y pulpa de color morado obscuro cuando se encuentra maduro, tiene en promedio de 10
a 15 mm de didmetro y es rico en CPF y pigmentos del tipo betalainas (Herrera et al., 2011). Generalmente el
garambullo es consumido de manera natural o procesado en helados, licores 0 mermeladas, y tradicionalmente se
cree que su consumo es importante en el control y prevencion de gastritis y otros padecimientos digestivos (Guzman
et al., 2010).

Por su parte, el arandano azul es una especie nativa de Norteamérica, que pertenece a la familia Ericaceae vy al
género Vaccinium. El fruto es una baya de sabor agridulce de forma casi esférica de 7 a 15 mm de diametro, de color
azul claro a obscuro, con pequefias semillas (Massaro et al., 2010). Los frutos poseen contenido elevado de
antocianinas, CPF y otros micronutrientes como vitamina C, potasio, hierro y calcio, que les confieren potencial
nutracéutico importante (Jiménez et al., 2012).

Con base en lo anterior, resulta importante el estudio y validacion del potencial antioxidante de metabolitos
secundarios presentes en frutos silvestres, con la finalidad de que sean considerados en la industria alimentaria como
alimentos funcionales o nutracéuticos. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue identificar y determinar el
contenido de flavonoides y compuestos polifendlicos totales, asi como validar la actividad antioxidante por el
método de DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidracilo) en los extractos metandlico y etandlico de los frutos Myrtillocactus
geometrizans (garambullo) y Vaccinium spp. (Arandano azul).

METODOS Y MATERIALES

Material biolégico. La recoleccion de frutos silvestres de garambullo se realizé en el mes de junio del 2018 en el
municipio de Santa Maria del Rio del estado de San Luis Potosi, México. Por su parte el arandano azul se compro en
el mes de mayo del 2018 en la central de abastos de San Luis Potosi. Las muestras se transportaron en una caja
térmica a 4°C y se mantuvieron en refrigeracién hasta su proceso. Los frutos previamente lavados, se molieron en
una licuadora (Oster), el bagazo obtenido se congel6 a -70°C hasta su uso.

Preparacién de extractos. La extraccion de las sustancias polares se hizo a una proporcion 1:4, peso fresco/volumen.
Se pesaron 10 gramos de pulpa fresca (garambullo “G” o arandano azul “A”) en una balanza analitica (OHAUS
Explorer GA200) y se colocaron en frascos &mbar con 30 mL de etanol (E) o metanol (M). Se agitaron cada dia 'y se
mantuvieron a temperatura ambiente al abrigo de la luz durante 7 dias. Los extractos crudos (GE, GM, AE y AM) se
filtraron a través de papel filtro Whatman con poro 10 um y se dej6 a temperatura ambiente para la eliminacion del
solvente.

La preparacion de los extractos acidos se realiz6 en una proporcion 1:20, peso fresco/volumen. Se pesaron 9 gramos
de pulpa fresca (G 0 A) en una balanza analitica (OHAUS Explorer GA200) y se colocaron en frascos ambar con
137 mL de metanol acidificado (MA) con HCI al 0.5%. Se mantuvieron a temperatura ambiente y protegidos de la
luz, durante 20 dias. Los extractos crudos (GMA y AMA) se filtraron a través de papel filtro Whatman con poro de
10 um y se dejo a temperatura ambiente para la eliminacién del solvente.

El rendimiento de los extractos secos resultantes (g de extracto seco/100 g de pulpa fresca) se obtuvo mediante la
ecuacion 1).
Rendimiento (%) = peso extracto seco * 100 /peso fruto fresco D

Preparacion de extractos acuosos. Infusiones (I). Se realizé una preparacion a una proporcion 1:40. Se peso 1 g de
pulpa fresca (G 0 A) y se dejé reposar en agua destilada a punto de ebullicion durante 20 minutos. Las soluciones
finales (Gl y Al) se mantuvieron a 4°C protegidas de la luz hasta su valoracion.



Determinacion cualitativa de flavonoides. La determinacion cualitativa de flavonoides presentes en las muestras se
realiz6 mediante cromatografia en capa fina, empleando cromatofolios con dimensién de 2.5 cm x 2.5cm y un
sistema de elucién de Acetonitrilo:Etanol (2:1). La placa se revelo con AICI; al 2% y se observo en luz UV en onda
larga. La presencia de flavonoides se manifestd con el aumento de fluorescencia en las muestras.

Cuantificacion de compuestos polifendlicos totales. Los compuestos fendlicos totales presentes en los extractos se
cuantificaron por el método de Folin Ciocalteu, y se expresaron como g de acido galico (AG)/ kg de pulpa fresca.
Para la realizacion de la curva estdndar se utilizaron concentraciones comprendidas entre 0 a 60 pg/mL de &cido
galico. Para la evaluacion de las muestras se coloc en una microplaca de 96 pocillos de fondo plano (Costar ®) 20
pL de muestra y se afiadié 100 pL del reactivo de Folin-Cioicalteu, se agito la microplaca durante 1 minuto y se dej6
reaccionar durante 4 minutos al abrigo de la luz. Posteriormente se agrego 75 puL de Na,COsy se dej6 reaccionar
durante 2 horas a temperatura ambiente y protegida de la luz. La lectura de absorbancia se realizo a 750 nm
utilizando espectrofotémetro para microplaca UV-Vis (Epoch TM- Bio teK). Las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Actividad antioxidante (DPPH). Para la determinacion de la actividad antioxidante se utiliz6 el método de 2,2-
Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en microplaca. Brevemente, en una microplaca de 96 pocillos de fondo plano
(Costar ®), se colocaron 100uL de muestra y se afiadieron 100 pL de DPPH 0.4mM, se incubo durante 30 minutos a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Posteriormente se realiz6 la lectura de absorbancia a una longitud de onda
de 517 nm, utilizando espectrofotometro para microplaca UV-Vis (Epoch TM- Bio teK). La curva estandar se realizo
en un rango de concentraciones entre 0 y 20 pg/mL de Trolox. Cada determinacién se realizé por triplicado y se
considerd un control normal (100pL de muestra, 100uL de etanol). Los resultados se expresaron como mMol
equivalente de trolox/g de pulpa fresca.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento. La tabla 1 muestra los porcentajes de rendimiento para los diferentes extractos de garambullo y
arandano. En general, el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo con el sistema de Metanol-HCI 0.5 % y en una
proporcion peso fresco/solvente 1:20 para ambos frutos. En el caso de la extraccidn en proporcion 1:4 con metanol y
etanol sin modificacion de pH, el garambullo presentd un mayor rendimiento en el extracto etandlico, a diferencia
del ardndano donde el de mayor rendimiento fue en el extracto metandlico.

Tabla 1. Porcentajes de rendimiento para los extractos etandlico (E), Metandlico (M) y metandlico acido (MA) de
los frutos de Garambullo y Arandano.

Rendimiento (%)
Fruto E M MA
Garambullo 6.987 6.789 9.695
Arandano 6.068 5.844 22.900

Determinacion cualitativa de flavonoides. Los resultados obtenidos para la determinacién cualitativa de flavonoides
en las diferentes muestras se reportan en la tabla 2. La identificacion de flavonoides se realizd en las 10 muestras las
cuales incluyen los extractos metandlicos, etandlicos y metanol-acido, la extraccion acuosa (infusiones) y los jugos
sin tratamiento previo de ambos frutos. Se observo mayor fluorescencia en los extractos garambullo-metanolico
(GM), garambullo-etandlico (GE) y en el jugo de garambullo (GJ). En los extractos arandano-metanélico (AM),
arandano-etandlico (AE) y arandano-metanol acido (AMA) también se observd fluorescencia, aunque en menor
intensidad, con lo cual se infiere que los extractos de garambullo son capaces de extraer una mayor de flavonoides
gue estos Ultimos. Las infusiones, asi como el extracto garambullo-metanolico acido y el jugo de arandano no
mostraron fluorescencia lo cual indica que un extracto en estas condiciones no es capaz de extraer flavoniodes.
Ademas de que la determinacién cualitativa puede verse afectada por la concentracion de las muestras, asi como el
sistema de elucion en el cual se llevo a cabo la cromatografia en capa fina.



Tabla 2. Resultado de la determinacion cualitativa de flavonoides para los extractos etanoélico (E), Metandlico
(M), metandlico acido (MA), extractos acuosos () y jugos (J) de los frutos de Garambullo y Arandano.

Extracto

GM GE GMA Gl GJ AM AE AMA Al Al

Flavonoides ++ ++ - - ++ + + + - -

*Presencia de flavonoides (++, +)

*Ausencia de flavonoides (-)

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales. El contenido de fenoles totales presentes en las muestras de los
diferentes extractos para garambullo comprendi6 un rango de 6.460 g AG/kg de pulpa fresca correspondiente a la Gl,
hasta 2967.271 g AG/kg de pulpa fresca del GJ. La cantidad de fenoles totales presentes en el GJ es notablemente
superior a los demas extractos, ya que en éstos el rango fue de entre 6.460 g AG/kg de pulpa fresca correspondiente a
la G, hasta 15.753 g AG/kg de pulpa fresca de GMA, valores que fueron similares a los reportados por Guzman et
al. en 2010. En el caso del arandano la tendencia fue similar, en el AJ la concentracion de compuestos fendlicos
totales fue de 829.379 g AG/kg de pulpa fresca y fue seguido por la concentracion de 113.856 g AG/kg de pulpa
fresca en AMA, los extractos restantes presentaron concentraciones de compuestos fendlicos totales en un rango de
4.710 g AG/kg de pulpa fresca a 8.938 g AG/kg de pulpa fresca.

Tabla 3. Compuestos fendlicos totales de los extractos para los extractos etandlico (E), Metandlico (M),
metanolico acido (MA), extractos acuosos (I) y jugos (J) de los frutos de Garambullo (G) y Arandano (A).

Extracto
GM GE GMA Gl GJ AM AE AMA Al Al

Fenoles totales 13.299 10.953 | 15.753 | 6.460 2976.271 7.157 | 4.710 | 113.856 8.938 829.379
(g/kg) +.012 +.012 +.032 | £.012 +.005 +.012 | +£.009 +.204 +.020 +.005

Actividad antioxidante (DPPH). La actividad antioxidante correspondiente a los extractos de Garambullo a
excepcion del jugo, resulto en un rango de 0.0364mMol equivalente de Trolox/g de pulpa fresca en la Gl a 0.112
mMol equivalente de Trolox/g de pulpa fresca en el extracto GMA. Para los diferentes extractos de Arandano a
excepcion del jugo, el rango de actividad antioxidante fue de 0.0386 mMol equivalente de Trolox,/g de pulpa fresca
en la Al a 0.0577mMol equivalente de Trolox/g de pulpa fresca correspondiente al extracto AMA, como se muestra
en la Figura 1. Los valores obtenidos para los jugos de ambos frutos son superiores al resto de las muestras, el GJ
tiene una actividad antioxidante de 22.1790 mMol equivalente de Trolox/g de pulpa fresca y el AJ tiene una
actividad de 19.7533 mMol equivalente de Trolox/g de pulpa fresca (Figura 2). De acuerdo a las concentraciones
obtenidas los jugos son las muestras que presentan una mayor actividad antioxidante y con ello una mayor
capacidad de captacion de radicales libres.
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Figura 1. Actividad antioxidante de los extractos Figura 2. Actividad antioxidante del jugo (J) de los
Etanolico (E), Metandlico (M), Metandlico acido (AA 'y frutos Garambullo y Arandano.

GA) y extractos acuosos (I) de los frutos de

Arandano (A) y Garambullo (G).



Las diferencias de rendimiento, presencia de flavonoides, cantidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
entre los diferentes extractos se deben a la afinidad entre metabolitos secundarios presentes en los frutos y los
solventes utilizados, asi como la proporcion de solvente-fruto fresco y pH del medio.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo el mejor método de extraccion fue cuando la proporcidn de peso fresco/solvente fue mayor y el
pH del medio acido (Metanol-HCI 0.5%) ya que resulto en un % de rendimiento mayor para ambos frutos.

Ademas, fue posible determinar de manera cualitativa la presencia de flavonoides y cuantificar compuestos fenélicos
totales, asi como la actividad antioxidante en diferentes extractos de garambullo y arandano. Los resultados
obtenidos sugieren que el garambullo contiene compuestos fenélicos con un mayor potencial reductor, lo que le
confiere mayor capacidad para atrapar radicales libres y por tanto un mayor poder antioxidante en comparacion con
el arandano.

Finalmente, los frutos de garambullo y arandano presentaron actividad antioxidante importante, lo cual puede
asociarse al contenido de CPF presentes en los mismos. Estos hallazgos pueden contribuir para posicionar a estas
especies como una opcién para la elaboracion de productos de tipo funcional y nutracéutico.
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CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE MICORRIZAS ASOCIADAS A ESPECIES DE AGAVES
DE GUANAJUATO

Jesuis Alejandro Andrade Sandoval', Juan Gualberto Colli Mull*.

RESUMEN

El presente estudio se realizd para determinar el estado micotrofico de los hongos micorrizicos asociados a la
rizosfera de las especies silvestres de Agave en el estado de Guanajuato ya que se conoce que los hongos
micorrizicos establecen simbiosis con aproximadamente el 80% de las especies vegetales. Se realizaron muestreos en
dos sitios del estado (San José Iturbide, Sierra de lobos) .Los resultados muestran un porcentaje de colonizacion del
66%, en 100 g de suelo en Agave applanata con una abundancia de 750 esporas y ocho morfotipos de micorrizas
pertenecientes a los generos Glomus, Acaulospora y Scutelospora. En Agave filifera se registré un porcentaje de
colonizacién del 58 % con una abundancia de 445 esporas y 11 morfotipos de micorrizas pertenecientes a los
generos Glomus, Gigaspora, y Archaeospora.

ABSTRACT

The present study was carried out to determine the mycotic state of the mycorrhizal fungi associated with the
rhizosphere of the wild species of Agave in the state of Guanajuato, since it is known that mycorrhizal fungi
establish symbiosis with approximately 80% of the plant species. Samples were taken in two sites of the state (San
José lturbide, Sierra de lobos). The results show a percentage of colonization of 66% in 100 g of soil in Agave
applanata with an abundance of 750 spores and eight mycorrhiza morphotypes belonging to the genera Glomus,
Acaulospora and Scutelospora. In Agave filifera a percentage of colonization of 58% was registered with an
abundance of 445 spores and 11 mycorrhiza morphotypes belonging to the genera Glomus, Gigaspora, and
Archaeospora.

Palabras clave: Morfotipo, Micorrizas, Simbiosis, Colonizacion.

INTRODUCCION

El género Agave L. Es uno de los nueve generos que constituyen a la familia Agavaceae con un total de 166 especies
de las cuales el 75 % se encuentran en México, con un 55% de endemismo siendo México el centro de mayor
diversificacion (Garcia, 2012). En Guanajuato se han reportado aproximadamente 22 especies de agaves de los
cuales el 25 % se encuentran de manera silvestre como Agave applanata Lem. ex Jacobi, 1864, Agave
filifera (Salm-Dyck) Baker, 1834, Agave lechuguilla Torr., 1859 (Hernandez et al., 2012).Las especies de agave
tienen importancia socioecondmica y agroecoldgica ya que son empleados en la obtencién de pulque, mezcal y
tequila su produccion se encuentra intimamente ligada a la identidad cultural de cada regién en donde se produce,
son de gran importancia en los ecosistemas ya que son ideales en el control de erosion de suelos (Garcia, 2012).
Debido a que son habitantes naturales de zonas aridas y semiaridas donde los suelos son pobres en nutrimentos y
agua, los agaves establecen asociaciones simbidticas con microorganismos como los hongos micorrizicos
pertenecientes al Phylum Glomeromycota las cuales son asociaciones simbio6ticas o mutualistas no patégenas entre
las raices secundarias de las plantas y los micelios, mejorando asi la absorcién de agua y nutrimentos a través de una
red de micelio, permitiendo un libre flujo de estos hacia la planta y entre las raices de plantas interconectadas, lo que
propone que la micorriza forma una gran union bajo el suelo entre plantas que a simple vista podrian parecer lejanas.
De esta forma, la micorriza ofrece a la planta hospedera y al ecosistema diversos beneficios en términos de
sobrevivencia y funcionamiento, la planta le confiere al hongo una fuente de carbono como azucares y un lugar u
hogar para habitar al ser estos simbiontes obligados, lo que significa que necesitan un organismo hospedero para

nstituto Tecnologico Superior de Irapuato. Departamento de Biologia. Laboratorio de “ecologia molecular y
bioprospeccion”. Carretera Irapuato-Silao km. 12.5. Col. EI Copal, C.P. 36821. Irapuato Guanajuato.
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completar su ciclo de vida, a cambio de ello el hongo le facilita la absorcion de agua y nutrimentos de baja movilidad
como el Nitrogeno y Fosforo entre otros beneficios crean barreras protectoras que no permiten la entrada a
microorganismos patdgenos (Finlay, 2008).Por lo cual es importante conocer las asociaciones micotréficas que
establecen las especies de Agave silvestres en el estado de Guanajuato, con microorganismos asociados a su rizosfera
como los hongos micorrizicos.

METODOLOGIA

Sitio de muestreo. El muestreo se realizd en el municipio de san José Iturbide Guanajuato en la comunidad “el
zapote” 20°58°14°°N, 100°16°26°’W vy la area natural protegida “Sierra de lobos” 21°24°02.4”°N, 101°39°36.6”°W
ubicada en el municipio de leén Guanajuato. Las colectas de suelo se realizaron siguiendo la norma mexicana
NMX-AA132-SCFI-2006. Las muestras de suelo y raices fueron colectadas con ayuda de una pala de mano recta,
entre y para cada muestreo se lavo con agua destilada y se desinfect6 con etanol al 90% para evitar la contaminacion.

Andlisis del suelo. Se midieron nitratos, fosforo, potasio, calcio, magnesio con ayuda del fotometro
multiparametrico H183225-01 Hanna pro. De acuerdo a la NOM-021-RECNAT (2000).

Tincidn. Se realizo6 de acuerdo al método descrito por los autores Phillips y Hayman (1970) el cual describe las
siguientes etapas: 1. Lavado de raices, 2. Clareo con KOH al 10%, 3. Acidificacion con HCI al 0.1 %, 4. Agregacion
del colorante azul de tripano al 0.05 %, cada etapa antes del agregado del colorante se repite tres veces y se colocan
en olla durante 10 minutos por 15 libras de presion.

Determinacidn del porcentaje de colonizacion. Se realiz6 en base a Salgado et al., 2014. Se montaron en
portaobjetos 12 segmentos de raiz de aproximadamente 1 cm tomando en cuenta la presencia de estructuras como
las hifas, vesiculas, arbusculos y se toma un valor de =1 en el caso de localizar las estructuras y un valor de =0 en
ausencia de las mismas calculando el porcentaje de colonizacidn con la siguiente formula

Aislamiento e identificacion de morfotipos. Se llevé a cabo por el método de tamizado himedo y decantacion

Nitmero de zegmentos colonizados
% de colonizacion

MNimero total de segmentos analizados X100

(Sieverding, 1991). El cual describe los siguientes pasos: 1. Tamizado de muestras, 2. Centrifugacion con gradiente
de sacarosa al 70 %, 3. Recuperacion del sobrenadante, 4. Lavado, 5. Cuantificacion. La identificacion de morfotipos
se realiza en base a caracteristicas como el diametro, color, nimero de paredes, hifa de conexién, ornamentaciones y
reaccion de las paredes con el reactivo de Melzer finalmente se compararon con las descripciones del international
Vesicular Arbuscular Culture Collection (www.invam.caf.wvu.edu/), y Taxonomy of Arbuscular Fungi
(http:/lwww.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/). Las esporas se fotografiaron con ayuda de una camara digital Nikon D
3300.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fertilidad de suelos Los analisis fisico-quimicos de los suelos colectados de la rizosfera de Agave applanata y
Agave filifera en los sitios San José Iturbide comunidad el zapote y Area Natural Protegida Sierra de lobos
incluyeron las determinaciones de: Nitratos, Fosforo, Potasio, Calcio y magnesio (tabla 1). Los suelos que destacan
en el municipio de san José Iturbide son feozems al norte, noroeste y oeste, y xerosoles, vertisoles y planosoles al
centro, sur, este y oeste (Anoénimo, 1998). La comunidad el zapote muestra tener un suelo tipo Vertisol siendo suelos
de alta fertilidad y pH neutro, mientras que los tipos de suelo en la Area Natural Protegida Sierra de lobos son el tipo
Feozem el cual resulta ser bueno debido a las cantidades de materia organica y nutrientes que contiene este tipo de
suelo.



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de ambos sitios representadas en mg/L en fotémetro con lectura de rango medio.

Sitio NO3 P K Ca Mg
Sierra de lobos. 1.0 0.6 14.0 70 20
San José Iturbide. 8.0 0.5 17.0 82 19

El nitrégeno en el suelo se encuentra en forma organica y quimica. En forma quimica aparece en nitratos, nitritos y
amoniaco en este caso se hizo la prueba en forma de nitratos en ambos suelos obteniendo valores bajos , la cantidad
de fosforo en ambos tipos de suelo mostrado en la tabla es relativamente bajo ya que debe encontrarse en cantidades
de (<20 a > 40 ) para determinar si es alto o bajo, la cantidad de calcio es alta ya que va en cantidades de (<1 a
>10.1) para determinarse si es alto o medio, al igual las cantidades de magnesio fueron altas ya que va de (>3 a >20)
para considerarse cantidades altas o bajas.

Porcentaje de colonizacion. La observacién de estructuras propias de hongos como vesiculas e hifas en células
radicales y en células del cortex de la raiz corroboro que la especie de Agave applanata Lem. ex . Jacobi, 1864 (San
José lturbide comunidad el Zapote) y Agave filifera Salm- Dyck, 1834 (Area Natural Protegida Sierra de lobos),
establecen colonizacion con hongos micorrizicos. El porcentaje de colonizacion para las especies de Agave fue de 66
% en Agave applanata y 58 % en Agave filifera (Figura 2.).
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Figura 2. Secciones de raiz de Agave applanata colonizadas por hongos micorrizicos donde se observan redes de
micelio en células radicales y vesiculas interconectadas (A), vesicula elipsoide producto de la dilatacion de las hifas
que almacenan fosfolipidos (B). Secciones de raiz de Agave filifera observandose vesiculas elipsoides en células
radicales (C), red de micelio ramificado vy vesicula en células de la raiz (D). Grafica de los porcentajes de
colonizacién en Agave applanata especie representadas con la numeracion (Al) y agave filifera representada con la
numeracion (A2).



Morfotipos asociados a la rizosfera de Agave applanata Lem. ex Jacobi, 1864. Se encontraron un total de 750
esporas en 100 g de suelo con aproximadamente 8 morfotipos que corresponden a los generos Glomus Tul. & C. Tul.
Emend C. Walker & A. Schiier , Scutellospora Walker & Sanders y Acaulospora Gerd. & Trappe emend. Berch.
Correspondientes a las familias Glomeraceae Piroz. & Dalpé emend C. Walker & SchiiBer, Gigasporaceae Morton &
Benny y Acaulosporaceae Gerd. & Trappe respectivamente mostrandose a continuaciéon dos morfotipos de los
generos encontrados (Figura 3 A, B).

Morfotipos asociados a la rizosfera de Agave filifera (Salm-Dyck) Baker, 1834. Se encontraron un total de 445
esporas en 100 g de suelo con aproximadamente 11 morfotipos que corresponden a los generos Glomus Tul. & C.
Tul. Emend C. Walker & A. SchuRer, Gigaspora Morton & Benny y Archaeospora JB Morton & Redecker.
Correspondientes a las familias Glomeraceae Piroz. & Dalpé emend C. Walker & SchiiRBer, Gigasporaceae Morton &
Benny y Archaeosporaceae JB Morton & Redecker respectivamente mostrandose a continuacién dos morfotipos de

los generos encontrados (Figura 3 C, D).

Figura 3. Morfotipos de hongos micorrizicos asociados a la rizosfera de Agave applanata (A, B) y Agave filifera (C, D)

Descripciones

Morfotipo A Genero Acaulospora. Espora globosa a subglobosa de 150-210 pm de didmetro marron
amarillento con una pared formada por una capa (Swl). Y una pared germinal interna con una capa
(Swl). Swl: Delgada lisa laminada concolora a la pared de germinacion de la espora. No reaccionante
al Melzer. Swil: hialina grisacea desprendida por la ruptura de la espora. Paredes germinales internas
caracteristicas de los generos Acaulospora, Gigaspora y Archaeospora.

Morfotipo B Genero Glomus. Espora oblonga de coloracion marrdn claro parcialmente cubierta por
mucilago de 100-140 pum de didmetro con una pared formada por dos capas (Swl, Sw2). Swi:
Gruesa hialina claramente diferenciada de la segunda capa, Sw2: Delgada laminada lisa amarillenta las
dos capas ligeramente reaccionables al reactivo de melzer, y una hifa de sostén amarillenta (Hs)




caracteristica del genero Glomus con un pedicelo

Morfotipo C. Genero Glomus. Espora globosa de 60-140 pum de diametro rodeada superficialmente por
mucilago formada por una pared que consta de dos capas (Swl, Sw2).Swl: Evanescente amarilla
hialina en esporas envejecidas, esta capa casi siempre falta. Sw2: laminada de color marrén
anaranjado, que es continua con la capa interna de la hifa subyacente. En el reactivo de Melzer, esta
capa produce una reaccidn dextrinoide (que aparece de color rojizo oscuro). Hifa de sostén curvada
formada por una capa hialina amarillenta (Hf).

Morfotipo D. Genero Glomus. Espora oblonga a subglobosa de color amarillo dorado de 130 a 260
pm de didmetro formada por una pared que consta de tres capas (Swl, Sw2). Swl: Delgada hialina
formando la superficie de la espora Sw2: Lisa claramente diferenciada de la segunda pared
reaccionante al melzer aumentando de tamafio. Sw3: delgada laminada lisa amarillenta. Espora con
una hifa de sostén (Hf), curvada en la base de la espora hifa formada por una capa hialina.

Los porcentajes de colonizacion encontrados para las dos especies de Agave silvestre fue de 66 % en Agave
applanata y 58% en Agave filifera valores y generos de micorrizas que coinciden de acuerdo con autores como
Carballar et al., 2013 quien reporta un porcentaje de 30 a 78% en especies de agave como Agave potatorum zucc. y
los generos Glomus, Acaulospora y Gigaspora. Observandose en este estudio que las especies de agave tienen la
capacidad de establecer colonizacién con mas de un género de micorrizas encontrandose los generos Glomus,
Gigaspora Archaeospora , Acaulospora y Scutellospora.

CONCLUSIONES

En este estudio se observé un mayor porcentaje de colonizacion con un 66% en la especie Agave applanata y un
58% de colonizacion en Agave filifera. Sin embargo el mayor nimero de morfotipos fue encontrado en esta especie.
El género encontrado en ambas especies fue el género Glomus.
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE CINCO HIBRIDOS COMERCIALES DE MAIZ EN SURCOS
CONVENCIONALES Y ESTRECHOS

Jestis Venancio Ojeda Serrano*y Oralia Antuna Grijalva®
RESUMEN

Durante el verano del 2018 se llevo a cabo el presente proyecto con el objetivo de evaluar la calidad bromatoldgica y
el efecto del distanciamiento de surco (0.75 m, 0.60 m y 0.40 m) de cinco hibridos comerciales de maiz. El disefio
experimental fue un disefio factorial de 5x3 con arreglo en franjas divididas, para el factor A se colocaron los cinco
hibridos de maiz y el factor B fueron los tres distanciamientos entre surcos. Se cosecharon las plantas cuando el
grano de las mazorcas presento un tercio de leche. Se pesaron las plantas de la parcela cosechada y se molieron las
muestras, se tomo una muestra representativa de forraje (500 g), se dejaron secar al ambiente para eliminar el exceso
de agua y posteriormente se llevaron a una estufa de aire forzada para finalmente dejarlas en peso constante. Las
muestras ya secas se molieron nuevamente para realizar los analisis de fibra neutro detergente, fibra acido detergente
y proteina cruda.

ABSTRACT

During the summer of 2018 was carried out this project with the objective of evaluating bromatological quality and
the effect of the distancing of Groove (0.75 mm, 0.60 m and 0.40 m) of five commercial hybrids of corn. The
experimental design was a design factor of 5 x 3 with arrangement of split strips for A factor were placed five maize
hybrids and the B factor were the three distances between rows. The plants were harvested when grain of cobs
present a third milk. The plot harvested plants were weighed and samples were ground, took a representative sample
of forage (500 g), they were left to dry in the environment to eliminate excess water and subsequently took a forced
air stove for finally let them in constant weight. The already dry samples were ground again for the analysis of fiber,
acid detergent fiber, neutral detergent and crude protein.

Palabras Clave: maiz, analisis bromatoldgico, fibra neutro detergente, fibra &cido detergente y proteina cruda.
INTRODUCCION

En diferentes regiones productoras de maiz en el mundo, como en los Estados Unidos de Norteamérica y Argentina,
la competencia entre las plantas cuando estan cada vez més juntas al aumentar la densidad de poblacion en el surcado
convencional de 70 a 80 centimetros, se ha tratado de reducir mediante el uso de un surcado méas angosto, como el de
50 centimetros y otras modalidades, con lo cual las plantas por hectarea quedan distribuidas en forma mas dispersa a
través del surco, teniendo asi una menor competencia entre ellas, lo cual permite un mejor aprovechamiento de la
luz, una mejor distribucion de las raices y la obtencion de mayor rendimiento (Barberi, 2002).

Por lo anterior el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la calidad bromatoldgica de maiz en surcos
convencionales y estrechos.

METODOLOGIA

Ubicacién geografica de la zona de estudio. El estudio se llevo a cabo en el campo experimental de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna la cual se encuentra localizada en la porcion suroeste del estado de
Coahuila y al Noroeste del estado de Durango, entre los paralelos 26°51°00” y 24°22°48” de latitud norte y los
meridianos 101°51°36” y 104°48°36” al oeste de Greenwich. Abarca cinco municipios en el estado de Coahuila y

2 Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. Departamento de Fitomejoramiento. Colonia
Fidel Velasquez #112, C.P. 27059, Torredn Coahuila de Zaragoza. jesusvojedalé@gmail.com
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diez en el estado de Durango. El clima es muy seco con deficiencias de Iluvia en todas las estaciones del afio y
presenta temperaturas semicalidas con inviernos benignos (Santamaria et al., 2004).

Material genético: Se utilizaron cinco hibridos comerciales provenientes de la empresa MONSANTO los cuales se
describen a continuacion.

Cuadro 1.Caracteristicas agronémicas de cinco hibridos comerciales de maiz.

ALTURAS
HIBRIDO CICLO VEGATIVO (cm) DIASA
PLANTA MAZORCA FLORACION

Alicante Intermedio precoz 260-295 140-150 70-75
Canguro Intermedio 250-280 120-130 71-74
Cimarrén Intermedio 245-290 140-160 75
Garafion Intermedio 230-280 140-150 75-77
Guepardo Intermedio precoz 250-320 150-180 67

Siembra del lote experimental. La siembra se realizé el 22 de abril del 2018, en seco, se llevé a cabo en forma
manual, depositando dos semillas por punto de siembra.

Disefio y parcela experimental. El disefio experimental fue un disefio factorial de 5 x 3 con arreglo en franjas
divididas para el factor A se colocaron los cinco hibridos de maiz descritos en el Cuadro 1y el factor B fueron los
tres distanciamientos entre surcos, la parcela experimental consistié en 2 surcos de 5 m de longitud a una distancia de
0.75 m, 0.60 m y 0.40 m entre surco y surco, para asi obtener una densidad de 100, 000 plantas por ha con un
distanciamiento entre planta y planta de 13.2, 16,6 y 25 cm respectivamente para cada distanciamiento entre surco.

Manejo agronémico del lote experimental. Consisti6 en la realizacion de un barbecho, rastra, nivelacion, y trazos
de surcos. Para los surcos estrechos se realizaron manualmente con la ayuda de un azadon.

Variables de calidad bromatolégica

Secado de muestras de forraje verde. Para determinar la calidad bromatolégica del forraje, se colocaron las
muestras de forraje en un horno marca FELISA modelo 2484 durante un aproximado de 48 a 72 horas dependiendo
de la humedad del material.

Procesamiento de muestras para calidad de forraje. Después de secarse se molieron las muestras en un molino
marca CYCLONE SAMPLE MILL modelo 3010-030 hasta obtener muestras pequefias para la realizacion del
analisis. Las muestras se almacenaran en bolsas de plastico en un ambiente seco para continuar con el proceso.

Andlisis de fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD). El andlisis bromatoldgico se
determinara bajo el principio de (Van Soest, 1967) utilizando un analizador de fiboras ANKOM 220. El ensayo
consistira en tomar 0.500 g (£0.01 g) de la muestra molida de materia seca de las plantas que se cosecharon, las
cuales se colocaran en una bolsa de papel filtro ANKOM F57. En seguida las muestras se pasaran al analizador de
fibras, agregandose 2 L de solucion en el vaso de digestion, para el anélisis de FDA y para la obtencion de FDN, a la
solucién se le agregaran 20.0 g de sulfato de sodio (Na,SO,) y 4 mL de alfa amilasa. Posteriormente las muestras
para FDA y FDN serén digeridas en el analizador de fibras por un tiempo de 60 minutos, a una temperatura de 100
°C (%1 °C).Cuando el tiempo de digestion sea alcanzado, se lavaran con agua destilada caliente a una temperatura
aproximada de 100°C, realizandose este proceso tres veces para cada uno de las fibras. Para el analisis de FDN se
agregaran 4.0 mL de alfa amilasa a cada uno de los dos primeros enjuagues, posteriormente se retiraran las bolsas de
papel filtro con las muestras y se colocaran en un vaso de precipitado de 500 mL y se agregaran 200 mL de acetona
dejandose por 3 minutos en la solucion, con la finalidad de eliminar probables residuos de las soluciones utilizadas.
A continuacién se dejaran las muestras expuestas al medio ambiente por un lapso de 45 min, esto para permitir la
evaporacion de la acetona, en seguida las muestras se sometieran a secado en estufa a una temperatura de 65 °C
(x1°C) por 24 horas y posteriormente se procedera a pesar las muestras y asi determinar el porcentaje de FAD y
FND con la siguiente formula:



%FAD 6 FND = wx 100

1 peso de bolsa en blanco después del proceso
cl =

peso de bolsa en blanco antes del proceso

donde: FAD= Fibra Acido Detergente; FND = Fibra Neutro Detergente; W1= peso de bolsa, W2 = peso de muestra,
W3 = peso de bolsa con muestra después del proceso y C1 = peso de bolsa en blanco después de proceso/ peso de
bolsa en blanco antes del proceso.

Manejo y presentacion de datos. Los datos obtenidos se concentraron en una base, registrando las el peso de la
muestra, peso de la bolsa antes del analisis, y peso de la muestra después del analisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se cosecharon alrededor de 27 parcelas durante el verano. Se cosecho el forraje verde y también se determiné el peso
total de la parcela. Los hibridos con mayor acumulacion de materia verde fueron: Garafion, Canguro y el Alicante
con 60.77 t ha™, 56.09 t ha y 53.09 t ha'l. Los hibridos se expresaron mejor en el distanciamiento de 0.40 m con
una media de 75.0 t ha, para los demés distanciamientos se obtuvieron las siguientes medias 40,6 t ha™ y 39.07
(Figura 1).
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Figura 1. Rendimiento de forraje verde de cinco hibridos comerciales de maiz

CONCLUSIONES

Con las muestras ya procesadas para el analisis bromatolégico se realizaran la determinacion de fibra neutro
detergente y fibra acido detergente y a partir de estas variables medidas se pretende calcular la energia neta de
lactancia (ENL), digestibilidad (Digest) , energia metabolizable (EM), consumo de materia seca (CMS) y el valor
relativo de forraje (VRF).

Los hibridos obtuvieron una buena respuesta en el distanciamiento de 0.40 m reflejandolo en la mayor acumulacion
de materia verde.
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EVALUACION Y SELECCION DE MESTIZOS DE MAiZ GENERADOS CON DOS PROBADORES
CONTRASTANTES-II

Johanan Cortés Gémez' y Armando Espinoza Banda?
RESUMEN

Uno de los objetivos del fitomejoramiento es encontrar lineas que tengan una mejor aptitud combinatoria, por lo que
en el verano de 2018 se hicieron evaluaciones en el Campo Experimental de la UAAAN-UL con 21 mestizos, una
linea utilizada como probador (TL-244) y dos testigos comerciales. Llevandose a cabo la siembra el 14 de abril de
2018, con un disefio de bloques al azar con 3 repeticiones, cada una de ella con 2 parcelas experimentales de tres
metros de largo y una distancia de 0.75 metros entre cada surco. Las variables analizadas en el reporte son
Emergencia (EME), Floracion Masculina (FM) y Floraciéon Femenina (FF). En la emergencia se observan diferencias
altamente significativas, lo mismo sucede en la Floracion Masculinas, mientras que en Floracién Femenina no existe
diferencia entre los bloques. Los testigos presentan diferencias altamente significativas en Floracién Masculina y
Femenina con el mestizo TL-244 x EN-06-7, siendo este Gltimo el mas precoz con una floracion masculina de 56.33
y 59.67 en Floracién Femenina.

ABSTRACT

One of the objectives of the plant breeding is to find lines that have a better combinatorial aptitude, so in the summer
of 2018 evaluations were made in the Experimental Field of the UAAAN-UL with 21 mestizos, a line used as a tester
(TL-244) and two commercial witnesses. The sowing took place on April 14, 2018, with a random block design with
3 repetitions, each with 2 experimental plots of three meters long and a distance of 0.75 meters between each furrow.
The variables analyzed in the report are Emergency (EME), Male Flowering (FM) and Female Flowering (FF). In the
emergency, highly significant differences are observed, the same happens in Male Flowering, while in Female
Flowering there is no difference between the blocks. The witnesses present highly significant differences in Male and
Female Flowering with the mestizo TL-244 x EN-06-7, the latter being the most precocious with a male flowering of
56.33 and 59.67 in Female Flowering.
PALABRAS CLAVES
Probador, ACG, Mestizos

INTRODUCCION

Dentro de un programa de mejoramiento genético por hibridacion de maiz (Zea mays L.) es importante disponer de
un probador confiable y eficiente de la aptitud combinatoria general (ACG). El desarrollo de metodologias simples,
rapidas y adecuadas para evaluar nuevas lineas ha sido un problema en la generacion de hibridos con alto potencial
productivo (Lobato et al, 2010).

El uso de la ACG y ACE como herramientas en el mejoramiento genético es muy comun no solo para rendimiento
de grano sino para otros caracteres, como tolerancia a salinidad (Welcker et al., 2005), produccion de etanol
(Lorenz et al., 2009), tolerancia al frio (Rodriguez et al., 2007), digestibilidad en maiz forrajero (Argillier et
al., 2000), cantidad y calidad de proteina (Bhatnagar et al., 2004), asi como contenido de los antioxidantes
carotenoides y tocoferoles (Egesel et al., 2003).

Sin embargo, en una poblacién, la aptitud combinatoria debe determinarse en varios individuos con el objeto de
seleccionar progenitores con aceptable aptitud combinatoria. Adicionalmente, es importante definir que la aptitud
combinatoria general (ACG) explica la proporcién de la varianza genotipica debida a los efectos aditivos de los
genes, mientras que la aptitud combinatoria especifica (ACE) explica la proporcion de la varianza genotipica que se
debe a las desviaciones de dominancia (Gutiérrez et al., 2002).
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De 1920 a 1930, el procedimiento clasico para evaluar la ACG de lineas auto fecundadas de maiz incluia la prueba
de las n(n-1)/2 cruzas posibles de un grupo de lineas, procedimiento impractico cuando n es grande.

Esta dificultad condujo a la introduccién y adopcion generalizada de la prueba de mestizos, propuesta por Davis
(1927), en la cual se evallan las cruzas de las lineas endogamicas con una variedad de polinizacion abierta como
probador de la ACG.

La probabilidad de que el mejor probador sea una variedad de polinizacién libre de bajo rendimiento, una linea
homocigotica recesiva o en general una poblacién con baja frecuencia de loci importantes, ha recibido importancia
practica y tedrica desde su proposicion por Davis (1934) y Hull (1945) (Lobato et al, 2010).

METODOLOGIA

Actividad de investigacion en el periodo del verano de la ciencia: Datos de cruzas reciprocas Lineas x Probador

Localizaciéon del proyecto: Campo experimental UAAAN U.L en Torreén, Coahuila., con una localizacién
geogréfica entre los paralelos 24° 30" y 27” LN y los meridianos 102° y 104° 40" LO y una altitud de 1150 msnm; de
clima seco.

El proyecto de investigacion const6 de dos etapas:

Etapa 1: En el ciclo Primavera-Verano del 2017, se realizaron las cruzas entre el probador con 24 lineas de tipo
braquitico, de la cual se obtuvieron 21 mestizos. El probador utilizado fue una linea derivada de una seleccion de una
poblacion F2 de un mestizo de polinizacion libre con germoplasma de la linea 244 de CIMMYT. Esta linea se uso
como probador femenino contrario al uso tradicional.

Etapa 2: Durante la Primavera-Verano del 2018, se sembraron en campo los 21 mestizos, la Linea 244 y dos testigos
comerciales. Con parcelas experimentales de 3 m, a una distancia de 0.75 m entre surcos y 0.15 m entre plantas,
teniendo como resultado un total de 88, 888 plantas ha™. Se utiliz6 un disefio de bloques al azar, con tres repeticiones
y cada repeticién con 2 surcos.

Siembra: La siembra se realizé el dia 14 de Abril. A los 25 dias se llevé a cabo el aclareo de plantas, dejando un
total de 21 plantas por cada parcela experimental.

Control de maleza: Se aplicé un herbicida pre-emergente Harness (Acetotclor: 2-cloro-N-etoximetil-6"etilacet-o-
toluidida) a los 5 dias.

Fertilizacién: Se llevo a cabo con la dosis 200-100-00 kg de Nitrogeno, Fosforo y Potasio, respectivamente. El riego
fue por goteo, agregando la fertilizacion por medio de un Venturi.

Riego: Se utilizé cintilla. El riego total fue de una lamina de 59.74 cm, con una presion de 7 libras.
Control de plagas: Las plagas que se presentaron en el cultivo fueron gusano cogollero (Spodoptera frugiperda),
arafia roja (Tetranychus urticae). Para un buen control de estas, se aplicaron los productos Clorpirifos, Coragen, y

Abamectina, respectivamente.

Variables evaluadas: Los datos evaluados fueron dias a la emergencia, floracidn masculina y femenina.
El analisis de las variables se realiz6 con el programa InfoStat.

Estimacion de la Aptitud Combinatoria General (ACG). Se estim6 como la desviacion del valor promedio de la
linea respecto a la media general, (Jenkins y Brunson, 1932).



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del analisis de varianza para emergencia, floracion masculina y femenina, se concentran en
las tablas 1 y 2, respectivamente.

En la emergencia se observaron diferencias altamente significativas entre tratamientos y diferencias significativas
entre bloques. En la variable de Floracion masculina se obtuvieron diferencias altamente significativas entre
tratamientos, siendo el mismo resultado entre bloques. En cuanto a Floracién femenina hay diferencias altamente
significativas entre tratamientos, mientras que entre bloques no existe diferencias.

El mestizo TLACG-244 x EN-07-7 fue el que emergié mas rapido, con un promedio de 6.33 dias, mientras que el
mas tardio fue TL-244 x EN-05-15, con un promedio de 8 dias.

Para floracion masculina el mestizo con mas precocidad fue TL-244 x EN-06-7, con 56.33 dias, mientras que el més
tardio fue TL-244 x EN-05-10, presentando la floracion a los 66 dias. Mientras que los testigos Guepardo, RX-8520
y el probador TL-244 presentaron la floracién a los 61.3, 63 y 67 dias, respectivamente. Teniendo diferencia
altamente significativa entre el mestizo mas precoz y los testigos.

Tabla 1. Significancia de cuadrados medios de tres variables cuantificadas en 21 mestizos y tres testigos en
el campo experimental de la UAAAN UL, 2018

Fuente GL Emergencia Floracion Masculina Floracion Femenina
Tratamiento 23 0.43 ** 18.01 ** 20.66 **
Bloque 2 0.72* 8.18 ** 7.39 ns

Error 46 0.19 1.53 2.85

Total 71

Media 7.1 62.8 65.1

**. Altamente significativo al 5% de probabilidad, *: significativo, ns: no significativo

Tabla 2. Valores medios y Aptitud Combinatoria General (ACG) de emergencia, floracion masculina y
femenina de 21 mestizos de maiz, evaluados en el campo experimental de la UAAAN UL, 2018.

Medias ACG
Tratamiento EME FM FF EME FM FF
Guepardo 7.33 ab* 61.33 bc 62.67 abcd
RX-8520 7.67ab  63.00 bcde 66.00 bcde
TL-244 7.00 ab 67.00 f 67.67 def
TL-244 x EN-07-8 7.00ab 62.67 bcde 66.00 bcde -0.1 -0.13 0.9
64.33 -
TL-244 x EN-07-7 6.33 a 62.33 bcde abede -0.77 -0.47 0.77
TL-244 x EN-03-13 6.67 ab 60.67 bc 62.67 abcd -0.43 -2.13 2.;‘3
64.00
TL-244 x EN-08-12 6.67 ab 62.67 bcde -0.43 -0.13 -1.1
abcde
TL-244 x EN-07-5 7.33 ab 61.67 bcd 63.33 0.23 -1.13 i
abcde 1.77
TL-244 x EN-06-7 7.33 ab 56.33 a3 59.67 a 0.23 -6.47 -



5.43

64.33 -
TL-244 x EN-06-13 . . . -0.

X 7.33ab  62.33 bede abede 0.23 0.47 0.77
TL-244 x EN-07-12 7.33ab  60.33 bc 62.00 ab 0.23 -2.47 3.1
TL-244 x EN-02-4 7.00ab  63.67 cdef  67.00 bcde -0.1 0.87 1.9
TL-244 x EN-08-1 7.00ab  65.00 def 67.67 def -0.1 2.2 2.57
TL-244 x EN-08-6 7.33ab 61.67 bed 65.00 bcde 0.23 -1.13 -0.1

64.33 -
TL-244 x EN-02-16 . . -0. -0.

X 6.67ab  62.33 bcde abede 0.43 0.47 0.77
TL-244 X EN-06-12 6.67ab  60.33 bc 62.67 abcd -0.43 -2.47 5 ;13
TL-244 x EN-05-10 7.00ab  66.00 ef 68.00 ef -0.1 3.2 2.9
TL-244 x EN-05-8 7.00ab 64.67 def 66.33 bcde -0.1 1.87 1.23
TL-244 x EN-02-7 6.67ab  65.00 def 67.67 def -0.43 2.2 2.57
TL-244 x EN-05-15 800 b 67.00f 72.00 f 0.9 4.2 6.9
TL-244 x EN-04-4 7.33ab 59.67 ab 62.33 abc 0.23 -3.13 5 '77

64.67 _
TL.244 x EN-03-9 . . -0. .

X 6.67 ab  63.00 bcde bede 0.43 0.2 0.43
TL-244 x EN-05-12 7.00ab  65.00 def 67.33 cdef -0.1 2.2 2.23
TL-244 x EN-03-3 7.00ab 62.67 bcde 65.00 bcde -0.1 -0.13 -0.1

*Tratamientos con la misma letra, son estadisticamente iguales, (Tukey 0.05). EME= Emergencia, FM=
Floracién

Masculina, FF= Floracién Femenina.

El mestizo mas tardio es TL-244 x EN-05-15 en Emergencia, Floracion La variable de floracion femenina tuvo
diferencias altamente significativas entre los tratamientos, contrario a lo que se observa entre bloques, donde no
existe diferencia alguna. Los mestizos que presentan mayor precocidad son TL-244 x EN-06-7 y TL-244 x EN-07-
12, presentandose a los 59.67 y 62 dias, respectivamente. Los mas tardios son los mestizos TL-244 x EN-05-10 y
TL-244 x EN-05-15, quiénes presentaron la floracién a los 68 y 72 dias.

Masculina y Femenina, con 8, 67 y 72 dias, respectivamente. Mientras que el mestizo TL-244 x EN-06-7 se presentd
como el més precoz. Los valores de ACG mas sobresalientes se observan en FM y FF. El mestizo TL-244 x EN-06-
7 muestra los valores mas altos y negativos para ambas variables (FM, FF), lo que indica que la linea condiciona a su
descendencia a una mayor precocidad, en tanto que el mestizo TL-244 x EN-05-10, aporta a su descendencia mas
dias para alcanzar esa etapa fenoldgica, al igual que TL-244 x EN-05-15.

CONCLUSION
Después de analizar los resultados se concluye con lo siguiente:
Entre tratamientos existen diferencias altamente significativas para emergencia, floracion masculina y femenina.

Mientras que dentro de los bloques existe diferencia significativa en emergencia, diferencia altamente significativa
para floracion masculina, y en floracion femenina no hay significancia.



Los mestizos mas precoces para la emergencia son TL-244 x EN-07-7 con 6.33 dias, TL-244 x EN-03-13, TL-244
x EN-08-12, TL-244 x EN-02-16, TL-244 x EN-06-12, TL-244 x EN-02-7, TL-244 x EN-03-9 con una
germinacion a los 6.67 dias, siendo el mas tardio TL-244 x EN-05-15 con 8 dias. La linea EN-06-7 en el mestizo
TL-244 x EN-06-7 contribuye con mayor precocidad, en tanto que las lineas EN-05-10 y EN-05-15 aportan mayores
diasaFMy FF.
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DETECCION DE SALMONELLA SPP. EN FRESAS DE IMPORTACION PROVENIENTES DE
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA HACIA MEXICO.

Jorge Luis Sanchez Garcia® y Dr. Gerardo Manuel Nava Morales®

RESUMEN

Actualmente la fresa se cultiva en gran medida alrededor del mundo en una gran variedad de climas, sin embargo el
poco tratamiento post cosecha que se aplica a las cosechas frescas han dado lugar a una serie de brotes por
patdgenos, entre los cuales destacan las bacterias del género Salmonella. Debido a la gran cantidad de fresa que se
importa hacia nuestro pais proveniente de EU, sumado al hecho de la falta de controles de inocuidad aplicados para
garantizar su seguridad, es necesario iniciar estudios para tener un control calidad. El objetivo del presente trabajo
fue el evaluar la presencia de Salmonella en fresas comerciales provenientes de EU, para esto se obtuvieron 40
muestras de 200 gramos de 10 centros comerciales de la ciudad de Queretaro en presentacién tipo Clamshell. Se
colocaron en medio de pre-enriquecimiento de BWP para posteriormente pasarlos a los medios de enriquecimiento
Tetrationato de sodio y Rappaport-Vasilliadis. Por Gltimo se incubaron en los medios selectivos XLD y Hektoen para
su identificacién de acuerdo a la morfologia caracteristica. De las 40 muestras solo 2 resultaron positivas en el
analisis morfoldgico para Salmonella, dando una prevalencia de 5%. Sin embargo, a pesar de la aparente poca
prevalencia, hacen falta estudios moleculares posteriores para poder determinar de forma definitiva la prevalencia,
asi como del serotipo implicado.

ABSTRACT

Currently the strawberry is cultivated to a great extent around the world in a great variety of climates, however the
little post-harvest treatment that is applied to fresh harvests has given rise to a series of outbreaks by pathogens,
among which the bacteria of the Salmonella genus. Due to the large amount of strawberry that is imported into our
country from the US, added to the fact of the lack of safety controls applied to ensure their safety, it is necessary to
start studies to have a quality control. The objective of this work was to evaluate the presence of Salmonella in
commercial strawberries from the US, for this we obtained 40 samples of 200 grams from 10 shopping centers in the
city of Queretaro in Clamshell type presentation. They were placed in BWP pre-enrichment medium and then
transferred to enrichment media Tetrathionate sodium and Rappaport-Vasilliadis. Finally, they were incubated in
XLD and Hektoen selective media for their identification according to the characteristic morphology. Of the 40
samples, only 2 were positive in the morphological analysis for Salmonella, giving a prevalence of 5%. However,
despite the apparent low prevalence, subsequent molecular studies are needed to determine definitively the
prevalence, as well as the serotype involved.

Palabras clave: Fresas, Contaminacién, Importacién, Salmonella spp.
INTRODUCCION

Salmonella se multiplica bien en medios ordinarios. Las colonias crecen al cabo de 16-24 horas y su temperatura
Optima de crecimiento es de unos 32-37°C pero es capaz de desarrollarse dentro de un amplio rango de 6-46°C,
puede crecer en pH bajos y poca actividad de agua, los valores se resumen en la tabla 1. Los CDC estiman que
Salmonella causa alrededor de 1,2 millones de enfermedades, 23,000 hospitalizaciones y 450 muertes en los Estados
Unidos cada afio. La comida es la fuente de aproximadamente 1 millén de estas enfermedades. La mayoria de las
personas infectadas con Salmonella desarrollan diarrea, fiebre y calambres abdominales de 12 a 72 horas después de
la infeccion. La enfermedad generalmente dura de 4 a 7 dias, y la mayoria de las personas se recuperan sin
tratamiento (CDC, 2018).

La fresa cultivada pertenece al género Fragaria en la familia de las Rosaceas, y es un hibrido de dos especies
nativas, F. chiloensis y F. virginiana. Las fresas comerciales se cultivan en una amplia gama de climas, incluyendo
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templado, pastizal, mediterraneo, taiga y subtropical. Las fresas han sido el culpable de los brotes de Salmonella,
Hepatitis A, Norovirus y E. coli O157: H7 transmitidos por los alimentos. Es esencial que se utilicen buenas
practicas de seguridad alimentaria desde el campo hasta la horquilla. (Hancock, 1999).

Las fresas son una de las frutas mas producidas y consumidas a nivel mundial, mucha de esta produccidn se lleva a
cabo de manera organica, en la cual el mejoramiento del suelo se consigue al utilizar material de composta, restos de
gusanos, abono vegetal y abono digerido de origen animal. Hoy en dia se encuentra bien documentado que este tipo
de préacticas promueve la contaminacién de la cosecha por patdgenos entericos, los cuales tienen la capacidad de
sobrevivir durante largos periodos sobre las frutas y vegetales (Kurtboke y col, 2016). Los miembros de la familia
Enterobacteriaceae son conocidos por actuar tanto como patégenos primarios como oportunistas al ser consumidos
junto con la fruta fresca (Berger y col, 2010).

En 2005, la Comision de fresas de California publico recomendaciones de seguridad alimentaria especificas para los
cultivadores de fresas basadas en buenas practicas agricolas (BPA). Este informe recomienda que los productores
eviten la contaminacion del campo al no recoger las fresas en areas con contaminacion fecal evidente. La salmonela
puede contaminar las frutas y verduras a través de suelos contaminados, el uso de agua contaminada en el riego o la
contaminacion cruzada de los trabajadores o manipuladores de alimentos. El suelo y el agua se contaminan a través
de las heces de varias especies animales, particularmente aves (FSP, 2005).

Tabla 1. Condiciones de crecimiento de Salmonella.

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (2C) 5.2 35-43 45.2
pH 3.8 7-1.5 95
Actividad de agua 0.93 0.99 »0.99

Uno de los problemas en la produccion de fresas y derivados, son los pocos tratamientos y procesos que llevan para
evitar su contaminacion con patégenos debido a que pueden perder su textura o sabor. Las fresas pueden estar sujetas
a un procesamiento minimo, como limpieza, corte, maceracion y lavado como asi como congelacion. Las fresas
frescas y congeladas destinadas a la venta normalmente no estan sujetas a intervenciones que eliminaran o reduciran
sustancialmente la aparicion de Salmonella y Norovirus. (EFSA, 2014).

La importacion de frutas y vegetales desde el extranjero hacia los Estados Unidos se encuentra regulada por tres
agencias gubernamentales:

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés).

Oficina de Aduanas y Proteccion Fronteriza de EE. UU. (CBP, por sus siglas en inglés)

Administracién de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés).

Siendo esta Ultima la encargada de garantizar que los productos de importacion sean inocuos, seguros y que se
encuentren debidamente etiquetados de acuerdo a las disposiciones de la Ley federal de Alimentos, Medicamentos y
Cosméticos de EE.UU.

En este estudio se evalud la prevalencia de Salmonella spp. En fresas comerciales, presentacion tipo Clamshell
provenientes de EU para determinar el nivel de inocuidad de estos alimentos.

METODOS Y MATERIALES

Recoleccion de fresas. Se visitaron 10 tiendas comerciales del Estado de Querétaro, de las cuales por tienda se
seleccionaron 2 muestras tipo Clamshell, todas de importadas de EUU. Se almacenaron y transportaron hasta el
laboratorio el mismo dia de la compra bajo condiciones de asepsia y refrigeracion.

Aislamiento de Salmonella. Se pesaron 200+ 2 gr de fresas enteras por duplicado de cada tienda y se depositaron
en bolsas estériles. Se vertieron 200 ml de un medio de pre-enriquecimiento, agua peptonado bufferada (BWP), se
homogeneizé completamente la muestra, ademas se retiraron la mayor cantidad sélidos y se incub6 a 37 °C por un
periodo de 18-24 h. Posteriormente de BWP se tomaron 1 y 0.1 ml para inocular en Tetrationato con Novobiocina
(TT) y Rappaport-Vassiliadis con Novobiocina (RP) respectivamente, los cuales se tomaron como medios de
enriquecimiento. Para el medio Tetrationato se incub6 a 42+ 2 °C, mientras que para Rappaport se hizo a 37+ 2 °C,
ambos por un lapso de 18-24 h. Como medios selectivos se utilizaron agar XLD y Hektoen, en los cuales se cultivé e
incubaron las muestras que dieron positivo con los medios de enriquecimiento. La temperatura de incubacion fue de
37 °C por 18 h. Después, se observo e identificaron las colonias presentes en placa, se resembraron aquellas que



tuvieran la morfologia tipica de Salmonella hasta lograr su aislamiento. Las colonias se transfirieron a Caldo Soya
Tripticaseina y se incubaron a 35+2°C por 24 horas. Finalmente, los aislamientos se almacenaron en glicerol para
posteriores analisis moleculares.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo la metodologia planteada, se logro identificar 2 muestras positivas para Salmonella de las 40 muestras totales.
Fue posible identificar las colonias de Salmonella gracias a la morfologia que presenta en agar XLD, algunas
presentaron una coloracidn rosa-rojo, ligeramente transparentes, pero las que se tomaron como positivo presentaron
el tipico color negro en el centro, que gracias al tiosulfato y las sales de hierro que estan en el medio permiten la
precipitacién del &acido sulfhidrico (H,S) dando esa coloracién caracteristica. Se intentdé adicionalmente obtener
aislados completos de las colonias para posteriores analisis genéticos, sin embargo, no fue posible conseguirlo, ya
gue como se aprecia en la fig. 1y 2, hubo desarrollo de otras entero bacterias alrededor de Salmonella. Un problema
adicional es la identificacion morfoldgica de Salmonella, las colonias tipicas mantienen un color rojo intenso y en el
centro color negro, pero hay serotipos poco comunes que no presentan la precipitacion de H,S y s6lo mantienen un
color rojo intenso, por lo que podrian significar mas muestras positivas que no podemos identificar visualmente,
Proteus mirabilis, por otra parte, sucede una situacion contraria, bajo el medio XLD, este microorganismo puede
presentar las mismas caracteristicas tipicas de Salmonella, causando interferencias en la interpretacion, es decir, s6lo
pruebas mas especificas como las moleculares podrian determinar la prevalencia exacta de este patdégeno y el nivel
de riesgo.

La prevalencia en estos alimentos parece ser baja para el consumidor, pero los factores de riesgo son considerables,
los principales que se asocian en la produccién primaria de productos frescos son el agua, el uso de estiércol, suelo u
otros sustratos de crecimiento, el acceso de la vida silvestre a los campos, el ganado en la proximidad de campos y
fuentes de agua (EFSA, 2013). Esto nos lleva a pensar que la prevalencia puede incrementarse, aun cuando se tratan
de exportacién, la FDA en una encuesta realizada en 2001 detecté salmonella en 143 muestras de fresas de
exportacion (FDA, 2001).

Fig. 2 Segunda recuperacion de Salmonella sobre
XLD, la seccién derecha de la placa se observa
colonias tipicas de Salmonella, sin embargo, no

es claro el aislamiento.

Fig.1 Primera siembra de Salmonella sobre agar
XLD, se observa la tipica precipitacién de acido
sulfhidrico (manchas negras) de Salmonella.

Los resultados arrojaron una prevalencia del 5% de Salmonella en los productos. Sin embargo, esto no confirma la
ausencia de Salmonella en este tipo de frutos frescos. Los rangos de temperatura y pH en el que se desarrolla este
microorganismo son amplio, mostrando crecimiento a temperaturas bajas de hasta de 6 °C y pH &cido de hasta 3.8,
con una actividad de agua de 0.93 (EFSA, 2009). Un estudio realizado por Dawn et al. Demostr6 que salmonella atn
a temperaturas bajas (10 °C) logro estar presente después de una semana, manteniendo latente su crecimiento. (Dawn
et al. 2001).



CONCLUSIONES

En este estudio se observé que bajo condiciones poco favorables para el desarrollo de Salmonella fue posible
identificar muestras positivas, la prevalencia fue baja, pero no contundente para descartar la presencia de este
patégeno en estos alimentos, los medios utilizados para su aislamiento son apropiados para este tipo de
microorganismos, pero debido a las condiciones de almacenamiento, bajas temperaturas y pocos nutrientes,
dificultan recuperar y crecer a Salmonella, haciendo que sélo detectemos pocas muestras como positivas, la
importancia radicara en seguir buscando alternativas para detectar la presencia de estos microorganismos aun cuando
no se puedan recuperar de la manera clasica, analisis moleculares podrian ser los mejores aliados para descartar o
confirmar la presencia de los mismos incluso directamente de las muestras, ahorrando costos y tiempo.
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DETERMINACION DE FLAVONOIDES, FENOLES Y TANINOS EN HONGOS DE LA VARIEDAD
PLEUROTUS OSTREATUS

José Antonio Trejo Trejo' y Ana Angélica Feregrino Pérez’
RESUMEN

Se determinaron la cantidad de flavonoides, fenoles y taninos en 12 diferentes muestras de hongos Pleurotus
Ostreatus en los laboratorios de la Universidad Auténoma de Querétaro, campus Aeropuerto. Los hongos fueron
cultivados y cosechados por la misma universidad, pero en el campus Amazcala. Las pruebas se desarrollaron con
los métodos de obtencion respectivos y analizados con el Multiskan. Los resultados demostraron que la mejor
muestra fue la nimero 10 con mayor cantidad de fenoles(8260), la muestra 4 para flavonoides (2082.5) y la muestra
5 para taninos (19.486) en diferentes sustratos.

ABSTRACT

The amount of flavonoids, phenols and tannins were determined in 12 different fungal Pleurotus Ostreatus samples
in the laboratories of the Autonomous University of Querétaro, Airport campus. The mushrooms were cultivated and
harvested by the same university but on the Amazcala campus. The tests were developed with the respective
obtaining methods and analyzed with the Multiskan. The results showed that the best sample was number 10 with the
highest amount of phenols (8260), sample 4 for flavonoids (2082.5) and sample 5 for tannins (19,486) in different
substrates.

INTRODUCCION

El Pleurotus Ostreatus es un hongo comestible muy solicitado por la gastronomia actual con una gran cantidad de
micronutrientes y antioxidantes para el hombre. forma parte de los hongos con sombrero que son el cuerpo fructifero.
El sombrero del hongo puede llegar a medir entre 5 cm y 15 cm con una gran variedad de colores.

Los flavonoides son compuestos fendlicos con efectos antioxidantes, los fenoles son compuestos de olores
alquitranados y los taninos son compuestos con gran interaccion con proteinas.

El presente trabajo explica un método y los resultados de los compuestos anteriormente mencionados con el fin de
determinar si existen en el hongo de forma abundante en cada muestra de los diferentes sustratos de
100% agave, 25% cebada 75% agave, 50% cebada 50% agave, 75% cebada 25% agave y 100% cebada de los que
fue cultivado para identificar cual cumple con mejores propiedades y el sustrato mas eficiente.

MARCO TEORICO

El Pleurotus Ostreatus forma parte de los hongos con “sombrero” de cuerpo fructifero donde el micelio primario esta
distribuido por todo el sustrato de forma subterranea y el micelio secundario es la parte comestible. En la parte
inferior del sombrero del hongo se observan las laminillas responsables del desarrollo de esporas para su
reproduccion asexual formando un nuevo hongo al momento de caer en el sustrato favorable, con alta cantidad de
lignina y celulosa como pueden ser pajas hojas, subproductos de café, algodén por mencionar algunos.

Esta seta es una fuente de selenio y de micronutrientes importantes para el metabolismo del hombre, también posee
antioxidantes y proteccion contra algunos tipos de cancer. Destaca su gran cantidad de polisacaridos beneficiosos
para el sistema inmunoldgico. Por dltimo, cabe destacar su consumo en la gastronomia ya que es muy preciado.
(Elhuertourbano.net, 2018)
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Tabla 1: Taxonomia

Divisién Basidiomycota

Subdivision Basidiomycotina

Clase Homobasidiomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Tricholomatales
Familia Pleurotaceae

(Pérez, 2018)

Las caracteristicas del hongo principalmente son el sombrero de tamafio variable entre 5 cm y 15 cm con forma de
ostra, con variedades de colores como rosa, blanco, gris por mencionar algunos. Las laminas bajo el sombrero
usualmente del mismo color, el pie corto y lateral, en algunos individuos es poco perceptible por estar muy unido al
sustrato. (Pérez, 2018)

Los flavonoides son compuestos fendlicos presentes en vegetales, semillas y frutas, se han identificado un poco mas
de 5000 donde se les atribuye su accién venotdnica, efectos antioxidantes y la capacidad para inhibir diversos
procesos enzimaticos relacionados con el sistema vehicular, una persona consume alrededor de 23 mg/dia. (Kuklinsi,
2000)

No pertenece al grupo funcional de alcoholes ya que es R-OH,y en el | fenol es Ph-OH. EIl fenol evapora méas
despacio que el agua y en cantidad minima puede formar una solucion con agua. Tiene un olor dulce y alquitranado
(Ecured.cu. 2018)

Los taninos son un grupo de polifenoles con gran interaccion con proteinas, forma parte de los compuestos fendlicos
y producen astringencia. Tienen capacidad antioxidante protegiendo las células a radicales libres y reduce el riesgo
de contraer enfermedades degenerativas. (Gottau, 2018)

METODOS Y MATERIALES

Extraccidn de compuestos fenélicos

Pesar 1 g de muestra fresca y adicionar a un matraz de 50 ml.

Adicionar 10 ml de metanol.

Cubrir la muestra con papel aluminio, sellar perfectamente y agitar durante 24 hr.
Centrifugar a 5000 rpm por 10 min a 4°C.

PR

Determinacidon de fenoles totales en muestra

Tomar 40 pl de extracto metanolico y poner en los tubos.

Adicionar 460 pl de H,O destilada.

Adicionar 250 pl de folin.

Adicionar 1250 pl de Na,COs.

Cerrar el tubo y agitar en el vortex.

Dejar reposar 2 hr en la obscuridad.

Transcurrido el tiempo colocar 200 pl en cada pozo y leer en el Multiskan a 760 nm.

Noogk~wdE

Determinacién de taninos en la muestra




=

Tomar 50 pl de extracto metanolico y colocar en los pozos.

2. Adicionar 200 pl de solucién 1:1 de HCI 8% : Vainillina 1%. Debe adicionarse de 50 ul en 50 ul a cada uno
de los pozos hasta completar volumen de 200 ul de la solucion 1:1.

3. Se prepara un blanco al cual se le adicionan 50 pl de extracto metanoélico y se le afiaden 200 ul de HCI al
4%.

4. Leeren el Multiskan a 492 nm.

Determinacidén de flavonoides totales en la muestra

1. Tomar 50 pl de extracto metanélico de la muestra.
2. Adicionar 180 pl de H,0O destilada o metanol.
3. Adicionar 20 pl de solucion 2 - aminoetildifenil borato al 1%.
4. El blanco se hace con 50 pl del extracto metanolico, se le adicionan 200 pl de H,O destilada o metanol.
5. Leer en Multiskan a 404 nm.
RESULTADOS
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Color blanco rosa
Sustrato 100% agave 25% cebada 50% 75% cebada 100% cebada
75% agave cebada 25% agave
50%
agave

Fenoles 3996. | 4746. | 4620. | 5858. | 4721. | 4866 | 4620 | 5682. | 4296. | 8260 | 5113. | 3552.
1904 | 6666 | 9524 | 0952 | 9047 | .666 | .9523 | 857 | 1904 333 381

Taninos 7.466 | 7.829 | 14.44 | 9.546 | 19.486 | 5.21 | 6.28 | 6.78 | 12.69 | 9.02 | 9.40 | 7.15

Flavonoi | 344.1 | 1092. | 1489. | 2226. | 1957. | 1668 | 1321 [ 1504. | 682.5 | 2082. | 597.5 | 882.5
des 5 166 666 777 5.18 | .666 166 5

CONCLUSIONES

La muestra nimero 10, con sustrato 100% de cebada, fue la que dio mejores resultados para fenoles con 8260, para
flavonoides con 2226.666 fue en la muestra 4 con un sustrato de 25% cebada y 75% agave , por otro lado en taninos
la muestra 5, con sustrato 50% cebada y 50% agave, fue la que arrojé mejor resultado con 19.486.
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CUANTIFICACION DE ENZIMAS DETOXIFICATIVAS ASOCIADAS A LA RESISTENCIA DE
INSECTICIDAS EN PULGON AMARILLO DEL SORGO Melanaphis sacchari (Zehntner) EN LA ZONA
SUROESTE DEL ESTADO DE GUANAJUATO

José Isaac Navarro Cuellar'®, Enrique Garcia Burgos?, Luis Patricio Guevara Acevedo®y Ernesto Cerna
Chéavez™

RESUMEN

La aplicacidn constante de insecticidas en el control del pulgén amarillo Melanaphis sacchari (Zehntner) en sorgo en
el estado de Guanajuato a provocado la resistencia a diferentes grupos toxicoldgicos, por tal motivo se realizé la
investigacion con el objetivo de cuantificar las enzimas detoxificativas, a y p-esterasas (a-est y p-est), glutation S-
transferasas (GST), acetilcolinestera (ACE) y oxidaxas (Oxi) asociadas a dicha resistencia en la zona sueroeste del
estado de Guanajuato, para ello se realizaron colectas del insecto en 5 localidades de los municipios de Acambaro,
Apaseo el Alto, Cortazar, Tarandacuao y Tarimoro . EI material biol6gico se trasladé al laboratorio de Toxicologia
del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Donde se realizd la
identificacion de M. saccahari. El material biol6gico se etiqueto y se mantuvo a una temperatura de -2°C. Hasta
obtener la cuantificacién de enzimas detoxificativas. Para la cuantificacién de proteinas para determinar la cantidad
de insectos a emplearse utilizd la metodologia descrita por Brogdon (1984), Una vez calculada la cantidad de
insectos a emplear, se determinaron los niveles de a-est, B-est, Ox, ACE y GST utilizando las metodologias descritas
por Brogdon, (1988), Brogdon y Barber (1990) y Brogdon et al. (1997). Los resultados muestran que las
poblaciones de Apaseo el Alto presentaron los mayores valores para a-esterasas y oxidasas, Acambaro para -
esterasas, Tarimoro para acetilcolinesterasa y para glutation S-trasferasas no se observaron diferencias significativas
entre las poblaciones estudiadas.

Palabras Clave: Melanaphis sacchari , sorgo, enzimas detoxificativas, a y f-esterasas, glutation S-transferasas

ABSTRACT

The constant application of insecticides in the control of the yellow aphid Melanaphis sacchari (Zehntner) in
sorghum in the state of Guanajuato caused the resistance to different toxicological groups, for this reason the
investigation was carried out with the objective of quantifying the detoxifying enzymes, o and p-esterases (a-est and
B-est), glutathione S-transferases (GST), acetylcholinestera (ACE) and oxidaxes (Oxi) associated with this resistance
in the serum zone of the state of Guanajuato, for this purpose insect collections were carried out in 5 localities of the
municipalities of Acdmbaro, Apaseo el Alto, Cortdzar, Tarandacuao and Tarimoro. The biological material was
transferred to the Toxicology laboratory of the Department of Parasitology of the Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro. Where was the identification of M. saccahari. The biological material was labeled and kept at a
temperature of -2 ° C. Until obtaining the quantification of detoxifying enzymes. For the quantification of proteins to
determine the amount of insects to be used, he used the methodology described by Brogdon (1984). Once the amount
of insects to be used was calculated, the levels of a-est, B-est, Ox, ACE and GST using the methodologies described
by Brogdon, (1988), Brogdon and Barber (1990) and Brogdon et al. (1997). The results show that the populations of
Apaseo el Alto presented the highest values for a-esterases and oxidases, Acambaro for B-esterases, Tarimoro for
acetylcholinesterase and for glutathione S-transferases there were no significant differences between the populations
studied.

Keywords: Melanaphis sacchari, sorghum, detoxificating enzymes, o and S-esterases, glutathione S-transferases
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INTRODUCCION

El pulgéon amarillo del sorgo M. sacchari, es una plaga invasora que hasta 2013 se consideraba presente en México
solamente en algunas areas sembradas con cultivos hospederos y que rapidamente se extendid por casi todo el
territorio nacional, especialmente en los estados con alta produccion de sorgo (SENASICA, 2014). Debido a la
rapida distribucién y al grave dafio causado a la planta de sorgo, ya sea por la pérdida de savia (Singh et al., 2004),
por la posible transmisién de enfermedades virales (Rott et al., 2008), y el cimulo de mielecilla sobre las hojas
(Singh et al., 2004), De acuerdo al CESAVEG el estado de Guanajuato reporto una incidencia de pulgén amarillo
(Melanaphis sacchari) en el ciclo de primavera-verano 2015, en base a un muestreo que consistié de 2440 ha.
muestreadas, reportando una incidencia para el mes de junio de 9.02 % equivalente a 220.08 ha. para el mes de junio.
Posteriormente para el mes de Julio se estaba reportando el 39.73 % que equivalen a 969.41 ha con presencia de
pulgén amarillo y ya para el mes de Agosto se tenian reportes del 42.09 % de presencia, equivalentes a 1027 ha del
total de muestreo realizado (CESAVEG, 2015). En la actualidad el método mas utilizado para el control del pulgon
amarillo es la aplicacion de productos quimicos, que en ocasiones son ineficientes, pero peor aln, que aniquilan a la
basta variedad de enemigos naturales (Rodriguez y Teran, 2015). INIFAP (2015), determind cinco insecticidas con
una efectividad superior al 90% para el control de M. sacchari, los cuales fueron: Imidacloprid, Sulfoxaflor,
Spirotetramat, Thiametoxan y Metamidofos, los cuales reducen un 90 % el dafio provocado por el pulgdn amarillo,
estos insecticidas aplicados de manera inteligente son una alternativa para el manejo, debido a que las
recomendaciones incluyen realizar una nueva aplicacién cada 20 dias, es innegable creer que se desarrollen
mecanismo de resistencia hacia los productos quimicos. El uso irracional y elevado en el nimero de aplicaciones
genera la seleccion de multiples mecanismos de resistencia (Lagunes y Villanueva, 1994). Estd demostrado que la
resistencia de los insectos a los insecticidas es frecuentemente el incremento de la actividad metabdlica de la plaga.
Estos mecanismos de resistencia metabdlica no estan ligados a ningln punto de accion especifico y por tanto, pueden
conferir resistencia a insecticidas de méas de un grupo de diferente modo de accién (IRAC, 2015). Las principales
enzimas que se encuentran realizando estos mecanismos son: esterasas, mono-oxigenasas, citocromo P450, y
glutation s-transferasas. Los insectos resistentes pueden tener elevados niveles de una enzima en particular o formas
alteradas de la enzima que metaboliza al plaguicida a un nivel mas rapido que la forma no alterada (FAQ, 2012).

METODOLOGIA

Colecta de material bioldgico en campo. Para la obtencién de material bioldgico, se buscaron parcelas con sorgo en
los municipios de Acdmbaro, Apaseo el Alto, Cortazar, Tarandacuao y Tarimoro pertenecientes al estado de
Guanajuato, con problemas de pulgén amarillo. De cada municipio se obtuvieron 5 muestras de localidades
diferentes y cada muestreo consistié en llenar un tubo eppendorf de pulgén y una vez lleno el tubo se prosiguié a
etiquetar para después colocarlas en una hielera.

Localizacion del experimento. Ya reunido todo el material bioldgico se trasladd al laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Donde se realizd la
identificacion de Melanaphis saccahari. El material biol6gico se mantuvo a una temperatura de -2°C. Hasta obtener
la cuantificacion de enzimas detoxificativas.

Pruebas bioquimicas. Determinacién de proteina de Melanaphis sacchari

Se empled la metodologia descrita por Brogdon en 1984 utilizando albumina sérica, como proteina de referencia, se
colocaron 3 insectos en tubos eppendorf, se agregaron 100uL de buffer KPO,4 a 0.05 molar y 7.2 de pH, se trituraron
y se aforo a 1ml posteriormente se realizaron diferentes diluciones (1,5,10,15,20 y 30 pulgones de cuarto instar) para
su evaluacion, en cada cavidad de la microplaca de 96 pozos se colocaron 20pL de homogenato y se agregaron 80pL
de boffer KPO, y 200uL de colorante diluido, esto se realizd por triplicado para cada repeticion, las lecturas de
absorbancia se tomaron utilizando un filtro de 630nm y se calcularon los valores de microlitros por mililitro por
proteina comprendidos en el rango de 80 a 120.

Una vez calculada la cantidad de insectos a emplear, se determinaron los niveles de a-est, B-est, Oxi, ACE y GST
utilizando las metodologias descritas por Brogdon, (1988), Brogdon y Barber (1990) y Brogdon et al. (1997).
Niveles enzimaticos

Para la determinacion de alfa (o) y beta (B) Esterasas en cada pozo de una microplaca, se colocaron 100uL de
homogenato, se agregaron 100uL de acetato de alfa o beta-naftil, se dejo incubar por 10 min, y se agregaron 100uL
de fast-blue, se volvié a incubar durante 2 minutos y se leyeron en el lector de placas usando un filtro de 540nm. En
cuanto a las Ox se colocaron 100uL de homogenato, se agregaron 200pL de TMZ (Tetramethyl-Benzidina
Dihydrochloride), agregando una gota de (25uL) de agua oxigenada (H,0,), se dejé incubar 5 minutos, y se leyeron
con un filtro de 620nm; Para las GST se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 100 uL de Reduced



glutation, y 100 uL de CDNB (1 - cloro- 2,4 dinitrobenceno), se leyd inmediatamente que fue tiempo cero (To)
usando un filtro de 340 nm, se volvié a leer transcurridos 5 minutos (Ts). Para el analisis de resultados se saco la
diferencia entre ambos tiempos (Ts-To) Y los resultados negativos se consideraron como 0 y por ultimo para ACE se
colocaron 100 pL de homogenato, se agregaron 100 pL de acetilcolina-yodisada y 100 uL de DNTB (Acido- Ditio-
Bis-Nitrobenozoico), se leyeron en tiempo cero (To) usando un filtro de 414nm, transcurridos 10 minutos (T4g) Se
volvio a leer. Para el analisis de resultados se obtuvo la diferencia entre ambos tiempos (T1-To) Y los resultados

negativos se consideraron como 0.
RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa que los valores para o y B-est en poblaciones de pulgén amarillo de 5 municipios de la zona
suoreste del estado de Guanajuato, para la enzima a-est el mayor valor se observé en Apaseo el Ato con 1.2827 que
de acuerdo a la clasificacion de Montella (2007), se encuentra en la escala en el nimero 5 “Muy Alta”. Los
siguientes municipios fueron Cortazar y Acdmbaro con 0.9177 y 0.7780 respectivamente encontrandose en la escala
de resistencia en el nimero 3 que es “Moderada”, y por ultimo Tarimoro y Tarandacuao con 0.7337 y 0.6776
respectivamente que corresponde al 2 que es “Ligera”. Para las B-est, el valor més alto se observo en Acdmbaro con
1.0880, encontrandose en la escala de resistencia en el nimero 4 que corresponde a “Alta”. Posteriormente Se
observé Tarimoro y Apaseo el Alto con 1.0305 y 0.9759 respectivamente, con el 3 en la clasificacién que es
“Moderada”. Enseguida se observo Cortazar con 0.8999 encontrandose en la escala nimero 2 que es “Ligera” y por
ultimo Tarandacuao con 0.8058 encontrandose en la escala 1 que es “Nula”. Tanto a como B-est fueron las enzimas
que se expresaron en mayor cantidad para todas las poblaciones estos valores concuerdan con un estudio realizado
por Cao et al., (2008) en afidos del algoddn, Aphis gossypii en el cual se reportd que las o y B-est se expresan
mediante un gen asociado a la sobreproduccién de carboxilisterasas asociadas a la resistencia por insecticidas
organofosforados.

Tabla 1. Comparacion de medias del contenido de a y g-est de Melanaphis sacchari y escala de clasificacion de resistencia de
los municipios estudiados en el estado de Guanajuato.

o a-est p-est
No | Municipio - — - —
Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion | Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion

1 Acémbaro 0.778 + 0.1121 |cd 3 Moderada | 1.0880 +0.0931 | a 4 Alta

2 | Apaseo el Alto | 1.2827 £0.1365 |a 5 Muy Alta | 0.9759 + 0.1384 | b 3 Moderada
3 Cortézar 0.9177 £ 0.1202 | b 3 Moderada | 0.8999 + 0.0860 | c 2 Ligera

4 | Tarandacuao | 0.6776 +0.1063 |cd 2 Ligera 0.8058 +£0.1108 | d 1 Nula

5 Tarimoro 0.7337 £0.1112 |d 2 Ligera 1.0305 +0.1756 | ab 3 Moderada

Para el caso de la enzima GST y ACE se muestra en la Tabla 2, en donde se muestra que para GST no se
observaron diferencias significativas entre las poblaciones de los municipios muestreados, solamente en los
valores de la escala de clasificacion de la resistencia. Los municipios de Tarimoro, Acadmbaro y Tarandacuao
presentaron en la escala de clasificacion niimero 3 que corresponde a “Moderada”, seguidos de Apaseo el Alto y
Cortazar en la escala 2 que es “Ligera. Para la enzima GST se observa que este este mecanismo no es significativo
en afidos, ya que se han reportado en diferentes investigaciones que estos presentan cambios en la actividad de
enzimas detoxificativas, asociadas en el metabolismo de glutation en el afido de la avena Rhopalosiphum padi, los
migrantes alados de hospederos alternos, cuando comenzaron alimentarse de los cereales la actividad de GST
aumentd, mientras que Glutation Reductasa disminuyo (Laskowska et al., 1999). Por otra parte, se observa que
para la enzima ACE el municipio que reporto el valor mas alto fue Tarimoro con 0.0282 encontrandose en la
escala en la 4 que es “Alta”. Seguido de Cortazar y Apaseo el Alto con 0.0129 y 0.0092 respectivamente, con
resistencia 2 que corresponde a “Ligera” y por ultimo Tarandacuao y Acémbaro con 0.0048 y 0.0023
respectivamente, con un valor 1 en la escala de clasificacion de resistencia que es “Nula”. Al respecto Bisset
(2002) menciona que este mecanismo produce un amplio espectro de resistencia a la de los organofosforados y en
mayor medida a los carbamatos.



Tabla 2. Comparacion de medias del contenido de GST y ACE de Melanaphis sacchari y escala de clasificacion de

resistencia de los municipios estudiados en el estado de Guanajuato.

o GST ACE
No Municipio - — - —
Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion | Absorbancias £ SD | Escala | Clasificacion
1 Acambaro | 0.0228 +0.0091 | a 3 Moderada |0.0023 +0.0034 | d 1 Nula
2 | Apaseo el Alto | 0.0201 +0.0135 [a| 2 Ligera 0.0092 +0.0099 |bc| 2 Ligera
3 Cortazar 0.0199+0.0056 [a| 2 Ligera 0.0129+0.0117 | b 2 Ligera
4 | Tarandacuao |0.0218 +£0.0108 | a 3 Moderada |0.0048 +0.0100 | cd 1 Nula
5 Tarimoro 0.0249+0.0141 | a 3 Moderada |0.0282 +0.0194 | a 4 Alta

Para las Oxi (Tabla 3), el municipio con el valor mas alto fue Apaseo el Alto con 0.3787 para la escala de resistencia
se encuentra en el nimero 4 que es “Alta, seguido de Tarandacuao y Cortazar con 0.2861 y 0.2836 respectivamente,
encontrandose en la clasificacion de resistencia 2 que es “Ligera” y por ultimo se observaron los municipios de
Tarimoro y Acambaro con 0.2298 y en la resistencia se encuentra en la 1 que corresponde a “Nula”. Pimentel et al.,
(2008) mencionan que las oxidasas juegan un papel fundamental en la detoxificacion de diversos plaguicidas,
participando directamente en la inhabilitacién del producto u oxidandolo para que entren otros sistemas enzimaticos
y puedan ser detoxificados; segun Clark et al., (1994), las enzimas oxidativas son el principal mecanismo fisiolégico
de resistencia a la abamectina.

Tabla 3. Comparacién de medias del contenido de Oxi de Melanaphis sacchari y escala de clasificacién de
resistencia de los municipios estudiados en el estado de Guanajuato.

No| Municipio | Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion
1 Acémbaro | 0.0221 +0.0413 | d 1 Nula

2 | Apaseo el Alto | 0.3787+0.0742 |a| 4 Alta

3 Cortazar 0.2836 £0.0540 [b| 2 Ligera

4 | Tarandacuao |0.2861+0.0463|b| 2 Ligera

5 Tarimoro 0.2299 +0.0269 | c 1 Nula

CONCLUSIONES

La resistencia del pulgén amarillo a insecticidas en relacion al contenido de enzimas detoxificativas se observo en el
municipio de Apaseo el Alto para a-Esterasas y Oxidasas, mientras que para B-esterasas el municipio de Acdmbaro
presentd el mayor valor, en Tarimoro para acetilcolinestrasa, no observando diferencias significativas para glutation
S-transferasas.
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PRODUCCION DE GRANO DE MAIZ EN SURCOS CONVENCIONALES Y ESTRECHOS
José Juan Gonzélez Chavez'®y Oralia Antuna Grijalva'’
RESUMEN

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el campo experimental de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio
Narro” Unidad Laguna durante el verano del afio 2018. Se evaluaron cinco hibridos comerciales con diferentes
distancias entre surco y surco (0.75 m, 0.60 m y 0.40 m), para asi poder determinar la relacion de surcos estrechos y
el rendimiento de grano. El disefio experimental fue un disefio factorial de 5x3 con arreglo en franjas divididas, para
el factor A se colocaron los cinco hibridos de maiz y el factor B fueron los tres distanciamientos entre surcos. Los
surcos de 0.40 m presentaron el mejor rendimiento de grano con respecto a los demas los hibridos, sobresaliendo
Garafion, Alicante y el Canguro con un promedio de 9.027 t ha™, 7.248 t ha™'y 6.955 t ha'1, respectivamente.

ABSTRACT

The research work was conducted in the field experimental Autonomous Agrarian University "Antonio Narro" Unit
Laguna during the summer of the year 2018. Five commercial hybrids with different distances between Groove and
Groove were evaluated (0. 75 m, 0.60 m and 0.40 m), to determine the relation ship between narrow rows and grain
yield. The experimental design was a design factor of 5 x 3 with arrangement of split strips for A factor were placed
five maize hybrids and the B factor were the three distances between rows. Grooves 0.40 m presented the best grain
yield with respect to other hybrids, excelling Stallion, Alicante and the Kangaroo with an average of 9.027 t ha™,
7.248th a'y 6.955 t ha™, respectively.

Palabras Clave: maiz, grano, hibridos comerciales, surcos convencionales, surcos estrechos.
INTRODUCCION

En México, algunos ejemplos del uso de surcado angosto a nivel comercial se han tenido en el Pacifico Norte, y ya
empieza a utilizarse con diferentes modalidades en otras regiones del pais. La siembra de maiz en surcos angostos es
una nueva tecnologia que permite un mayor espaciamiento de plantas en el surco, un mejor aprovechamiento del
suelo y agua, y un control mas eficiente de maleza. La optimizacion del suelo consiste en que se establecen méas
surcos y se aumenta la distancia entre plantas; mientras que para el agua hay un mejor aprovechamiento debido a una
temprana cobertura total del suelo y a la reduccién de la evaporacion de la humedad. Por otra parte, la cobertura
temprana del suelo reduce los problemas de maleza (Reta, 2000).

Considerando la importancia de esta tecnologia y siendo la Comarca Lagunera una region que implica una alta
demanda de produccién de forraje y grano de calidad por ser una de las cuencas lecheras més grandes del pais; se
establecié un experimento con cinco hibridos comerciales de maiz con el objetivo de evaluar el efecto del
distanciamiento entre surcos sobre el rendimiento de grano.

METODOLOGIA

Ubicacion geogréfica de la zona de estudio. El estudio se llevd a cabo en el campo experimental de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna la cual se encuentra localizada localizada en la porcion suroeste
del estado de Coahuila y al Noroeste del estado de Durango, entre los paralelos 26°51°00” y 24°22°48” de latitud
norte y los meridianos 101°51°36” y 104°48°36” al oeste de Greenwich. Abarca cinco municipios en el estado de
Coahuila y diez en el estado de Durango. El clima es muy seco con deficiencias de lluvia en todas las estaciones del
afio y presenta temperaturas semicélidas con inviernos benignos (Santamaria et al., 2004).

Material genético: Se utilizaron cinco hibridos comerciales provenientes de la empresa MONSANTO los cuales se
describen a continuacion.

16 Departamento de Fitomejoramiento. Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro — Unidad Laguna. Periférico
Raul Lopez Sanchez S/N. Torreon, Coahuila, México. C. P. 27054. oantuna_77@hotmail.com

Y Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. Departamento de Fitomejoramiento. Derecho de
Huelga#112, colonia Fidel Velasquez, C.P. 27059, Torre6n Coahuila de Zaragoza. yuliz_salgado@live.com.mx.
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Cuadro 1.Caracteristicas agronémicas de cinco hibridos comerciales de maiz.

ALTURAS
HIBRIDO CICLO VEGATIVO (cm) DIASA
PLANTA MAZORCA FLORACION

Alicante Intermedio precoz 260-295 140-150 70-75
Canguro Intermedio 250-280 120-130 71-74
Cimarrén Intermedio 245-290 140-160 75
Garafién Intermedio 230-280 140-150 75-77
Guepardo Intermedio precoz 250-320 150-180 67

Siembra del lote experimental. La siembra se realiz6 el 22 de abril del 2018, en seco, se llevé a cabo en forma
manual, depositando dos semillas por punto de siembra.

Disefio y parcela experimental. El disefio experimental fue un disefio factorial de 5 x 3 con arreglo en franjas
divididas para el factor A se colocaron los cinco hibridos de maiz descritos en el Cuadro 1y el factor B fueron los
tres distanciamientos entre surcos, la parcela experimental consisti6 en 2 surcos de 5 m de longitud a una distancia de
0.75 m, 0.60 m y 0.40 m entre surco y surco, para asi obtener una densidad de 100, 000 plantas por ha con un
distanciamiento entre planta y planta de 13.2, 16,6 y 25 cm respectivamente para cada distanciamiento entre surco.

Manejo agronémico del lote experimental. Consistié en la realizacion de un barbecho, rastra, nivelacion, y trazos
de surcos. Para los surcos estrechos se realizaron manualmente con la ayuda de un azadoén.

Variables evaluadas:

Diametro de mazorca (DM). Se midi6 la parte central de la mazorca de dos mazorcas de la parcela Util, con un
vernier digital marca Truper, se expresa en milimetros (mm).

Numero de hileras por mazorca (NH). Se tomaron dos mazorcas de la muestra de cada parcela til y se
contabilizaron el ndmero de hileras en total de cada mazorca.

Numero de granos por hilera (NGH). Este dato se obtuvo tomando dos mazorcas de cada muestra, y luego se
contabilizaron los granos de tres hileras.

Rendimiento de grano (RG).
El Rendimiento de Grano se calculd con la siguiente férmula y se expresé en kg ha™.
FH
RG=PG*CSC* r.o
Donde: RG: rendimiento de grano, PG: peso de grano, CSC: constante de la superficie cosechada y FH: factor de

humedad.
RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observa diferencia significativa Gnicamente (P>0.05) en hibridos en las variables de didmetro de
mazorca (DM) y nimero de hileras por mazorca (NH). El rendimiento de grano (RG) y el nimero de granos por
hilera (NGH) fueron estadisticamente diferentes en la fuente de variacion de distancia. En la interaccion blogque por
distancia e hibrido por distancia, solamente el nimero de hileras (NH) fue significativo (P>0.05) con respecto al
resto de las variables medidas en el analisis.

La variable de Rendimiento de Grano (RG) presento un alto coeficiente de variacion de 24.734%, lo cual se debido
tal vez al manejo de toma de datos. En el resto de las variables los coeficientes de variacion oscilaron de 0.523 a
10.225 %, los cuales se consideran aun confiables de acuerdo con De la Cruz et al., (2005) quienes afirman que los
coeficientes de variacion se consideran confiables, cuando es menor al 15 %.



Cuadro 1. Cuadrados medidos para componentes de rendimiento de cinco hibridos comerciales de maiz.

FV RG DM NH NGH
I

Hibrido 7.520ns 11.074* 13.950* 17.035ns

Distancia 54.824* 86.299ns .533ns 115.835*

Bloque 5.902ns 1.577ns .033ns 0.237ns

Bloque*Dista 0.939ns 12.088ns 3.333* 4.659ns
ncia

Bloque*Hibri 1.745ns 1.729ns 0.950ns 7.020ns
do

Hibrido*Dista 3.206ns 4.243ns 2.200* 6.591ns
ncia

Error 3.141 2.723 0.500 6.287

CV% 24.734 3.716 0.523 10.225

* ** | os valores significativos al 0.05 y 0.01% de probabilidad, ns= no existe significancia, CV%=Coeficiente de Variacion,
RG= Rendimiento de Grano, DM= Diametro de Mazorca, NH= Numero de Hileras, NGH= Numero de Granos por Hilera,.

Promedio de Rendimiento de grano (RG).

En la Figura 1 se observa los hibridos méas sobresalientes en rendimiento. Garafion, Alicante y el Canguro
presentaron pesos de 9.21 t ha™, 7.67 t ha™y 4.6 t ha™ respectivamente. Los hibridos se expresaron mejor en el
distanciamiento de 0.40 m, ya que a mayor distancia entre planta y planta el rendimiento de grano aumenta, esto se
debe a que a lo largo del ciclo la planta tiene menos competencia y puede obtener mas nutrientes del suelo, este
comportamiento de los hibridos en la produccién de grano son similares a lo que encontrados por Barbieri et al.,
(2000) donde sefialan que los surcos angostos (0.35 vs 0.7 m) incrementan significativamente el nimero de granos
por unidad de superficie y el rendimiento de grano en maiz.
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Figura 1. Comportamiento promedio de Rendimiento de grano de cinco hibridos comerciales de maiz
Promedio de Diametro de mazorca (DM)

Los hibridos tuvieron un comportamiento similar, pero se expresaron mejor en el distanciamiento de 0.40 m con un
diametro de 47.3 cm. Alicante, Garafién y el Canguro presentaron didmetros de mazorca que iban de 46.07 cm a
43.84 cm (Figura 2).
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Figura 2. Comportamiento promedio de diametro de mazorca de cinco hibridos comerciales de maiz

Promedio de Nimero de hileras por mazorca (NH)

El comportamiento de las medias (Figura 3) de la variable Numero de Hileras (NH) los hibridos més sobresalientes fueron
Alicante, Canguro y Cimarrén, con las siguientes medias 17,8 hileras, 16.1 hileras y 15.3 hileras. Los presentaron un
comportamiento similar, pero nuevamente se expresaron mejor en el distanciamiento de 0.40 m.
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Figura 3. Comportamiento promedio de Namero de hileras por mazorca de cinco hibridos
Comerciales de maiz

Promedio de Niumero de granos por hilera (NGH)

En el distanciamiento de 0.40 m los materiales tuvieron una buena expresion en cuanto a nimero de granos por
hilera (NGH). Los hibridos mas sobresalientes fueron Alicante, Garafién y Canguro, con los siguientes medias 26.36
granos, 25.86 granos y 24.83 granos (Figura 4).
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Figura 4. Comportamiento promedio de NUmero granos por de hileras de cinco hibridos comerciales de maiz

CONCLUSIONES

e El sistema de produccidn de surcos estrechos incremento el rendimiento de grano, sin disminuir la calidad

de la semilla.

e Entre los hibridos y el distanciamiento entre surcos no se encontrd interaccion, esto fue debido tal vez,

porque el origen genético de los hibridos.




BIBLIOGRAFIA

Barbieri P A, H R Sainz Rozas, F H Andrade, H e Echeverria (2000) Roe spacing effects at different levels
of nitrogen availability in maize. Agron J. 92:283-288

De la Cruz L E, Rodriguez H S, Estrada B M A, Mendoza P J D (2005) Analisis dialélico de lineas de maiz
QPM para caracteristicas forrajeras. Universidad y Ciencia 21(41):19-26

Reta S D D, A Gaytan M, J S Carrillo A (2000) Respuesta del maiz para ensilaje a métodos de siembra y
densidades poblacionales. Rev. Fitotec. Mex. 23:37-48.

Santamaria-César J. Figueroa-Viramontes R. Medina-Morales M. (2004) Productividad de la alfalfa en
condiciones de salinidad en el distrito de riego 017, Comarca Lagunera. Terra Latinoamericana 22:343.349.



CARACTERIZACION DE FIBRAS PROVENIENTES DE RESIDUOS AGRICOLAS
Serrato Lopez José Juan® y Herrera Méndez Carlos Hernan?
RESUMEN

La serie de determinaciones a los residuos agricolas se realizaron dentro de la Universidad de Guanajuato sede
Salvatierra., los cuales fueron fibra de nopal, agave y bambu este Gltimo usandolo de referencia, las practicas realizas
para la caracterizacion de estas fibras fueron, determinacion de proteina, carbohidratos y pectinas, las fibras de nopal
y de agave fueron reducidas a un tamafio de tamiz de 420 mics.42 mm. Con la finalidad de tener una homogeneidad
en las fibras, la fibra de bambd se utilizd como se adquirid al proveedor. Las fibras de nopal y de agave tuvieron un
buen porcentaje de carbohidratos, proteina y de pectinas por lo tanto estas fibras pueden tener un uso para con sumo
humano.

ABSTRACT

The series of determinations to agricultural residues were made within the University of Guanajuato, Salvatierra
Campus, which were nopal fiber, agave and bamboo this last using it as reference, the practices performed for the
characterization of these fibers were, determination of protein, carbohydrates and pectins, nopal and agave fibers
were reduced to a sieve size of 420 mics.42 mm. In order to have a homogeneity in the fibers, the bamboo fiber was
used as purchased from the supplier. The fibers of nopal, bambu and agave had a good percentage of carbohydrates,
protein and pectins therefore these fibers can be used for with great human being.

Palabras Clave: Agave, Bambu, Fibras duras, Nopal,
INTRODUCCION

Las plantas poseen células especializadas cuya funcion principal consiste en proporcionar sostén, éstas son las
células esclerenquimaticas y su caracteristica principal es una pared secundaria engrosada compuesta de celulosa,
hemicelulosa y lignina [1]. Las fibras vegetales se pueden clasificar segun sus caracteristicas morfoldgicas, estas se
clasifican en suaves y duras, las fibras suaves provienen de la corteza de plantas dicotiledoneas en las cuales se
encuentra el lino, cafiamo, yute, estas se extraen macerando las plantas con agua durante cierto nimero de dias, para
después proceder a la separacion y limpieza mecénica., en el grupo de las fibras duras se encuentran todas las
variedades de agaves, nopal y algunas palmas, estas se obtienen generalmente de las hojas (laminas y vainas) de las
plantas monocotileddneas y son extraidas de manera mecénica [2].

En México existen una gran diversidad de especies de agaves, el area de distribucion comprende los estados de
Coahuila, Chihuahua, Nuevo Leo6n, Durango, San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas y Oaxaca, las caracteristicas de
esta fibra representan un papel importante en el desarrollo histérico del hombre que empez6 a hacer utensilios
elaborados con fibra de agave tales como cordeles, redes y sandalias y después provino el auge de la elaboracion de
tanto utensilios domésticos como vestimenta como lo son sogas, estropajos , cepillos, brochas para maquillaje [3].

El nopal es una planta propia del paisaje mexicano y uno de los simbolos mas importantes de la nacionalidad se
producen en 27 estados de la replblica Mexicana destacando el Distrito Federal, y los estados de México, Morelos,
San Luis Potosi, Jalisco, Aguascalientes, Hidalgo y Puebla, que aportan casi 95% de la produccién nacional [4], en el
centro de cladodios de nopal (Opuntia Ficus Indica) se encuentra un red bilateral de un tejido lignocelulésico que
con la edad se endurece y le proporciona una constitucién rigida aumentado el grosor e intensifica el color, sin
embargo el nopal maduro, de desecho por poda o después de la crianza de grana cochinilla, se puede usar como
forraje y si se quiere un aprovechamiento integral puede ser una excelente fuente de fibra por la red lignocelulésico
que al purificarse puede implementarse como alimento para consumo humano [5].

En el mundo se producen fibras naturales de origen vegetal en ese contexto México posee una gran diversidad de
especies productoras de dicho material, algunas de estas se les considera como residuos agricolas que pueden
utilizarse en diferentes subproductos. En este trabajd se utilizaron desechos agroindustriales como lo son residuos de
nopal (Opuntia Ficus Indica) la cual se adquirié de los desechos producidos en la produccion de grana cochina las

Universidad de Guanajuato, Departamento de ingenieria agroindustrial, C.P 38900, Privada de Arteaga s/n, Col
centro, Salvatierra, Guanajuato, chmendez@ugto.mx
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pencas tenian una edad de 6 a 12 meses para obtener la fibra de este especie de nopal se obtuvieron por una
metodologia no descrita en este trabajo debido a que aln esta en avance para su optimizacion.La fibra de agave
(Tequilana).se obtuvo de productores de ixtle y la fibra de bambu se compré a la empresa Fabpsa. El objetivo de este
trabajo es determinar las propiedades quimicas de estas tres fibras en cuanto a determinacion de carbohidratos,
proteinas y pectinas con la finalidad de tener un analisis sobre las caracteristicas de estas fibras.

METODOLOGIA

Las practicas realizadas en este trabajo se realizaron en la Universidad de Guanajuato Campus Celaya- Salvatierra
Sede Salvatierra., como se ha mencionado anteriormente para las diferentes determinaciones se usaron solamente las
fibras de nopal, agave y bambu para la realizacion de estas primero se tuvieron que reducir el mafio de las fibras de
nopal y agave ya que la primera tiene una estructura de abanico y la segunda una estructura alargada por lo cual se
redujo el tamafio primero con el uso de tijeras de manera manual y posteriormente con uso de un molino marca
(Osterizer 10 velocidades Modelo 853-10,0442-13) y después se procedié a pasar por un tamiz de 40 mallas (mics
420, mm .42, in 0.0165) estos pasos se realizaron para ambas fibras la fibra de bambi no paso por esto ya que es un
producto industrializado y su estructura es apropiada para poder hacer el analisis. Las determinaciones se realizaron
de la siguiente manera:

DETERMINACION DE PROTEINA: Esta determinacion se realizé por el método de Bradford la cual se determina
por medio de una curva tipo, albumina de suero bovino y el reactivo de Bradford .primero se realizé la curva patrén
la cual consiste en una dilucién de albumina de 0 a 250 um/ml a partir de una solucién de 500 um/ml, después esta
se mezcl6 con el reactivo de Bradford en relacion 3:1 en tubos de ensaye y se dejé en reposo durante 5 min y se pasé
a celdas para centrifuga y leerlas a una absorbancia de 595 nm y para hacer la determinacion de las fibras se pesé
0.025 gr de cada fibra se agregd en un vaso de precipitado y se adiciono 10 ml de agua destilada y se dejo en
refrigeracion por un periodo de 24 hr, trascurrido este periodo se pasé a mezclar con el reactivo de Bradford en una
relacion 3:1 en tubos de ensaye se dejé en reposo 5 min y se traspaso a celdas para leerse en el espectrofotémetro a
una absorbancia de 595 nm.

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS: Para el desarrollo de esta practica se realizo una gréfica tipo con la
cual consistié en hacer una solucion estandar de glucosa de 0.1 mg/ml esta se llevd a un volumen de 1000 ml con
agua destilada, después se hizo una serie de diluciones en tubos de ensaye por duplicado de 0.00 ml a 1.00 ml del
volumen estandar afiadiendo en cada uno una relacion de 3:1 (tres partes de agua destilada y una del volumen
estandar) después a cada tubo se le agrego 1.0 ml de fenol fundido al 5% e inmediatamente se agregé por las paredes
del tubo 5 ml de H,SO,, se deja en reposo durante un periodo de 10 min y se pasaron a celdas para leerlas en un
espectrofotometro a 490 nm, para la determinacion de carbohidratos, se pesé 5 gr de cada fibra y se homogenizo con
40 ml de agua destilada después se hicieron 4 tubos de ensaye por duplicado y se prosiguié con la mismos pasos que
para la gréafica patrén.

DETERMINACION DE PECTINAS: Para esta practica se pesaron 20 gr de las tres fibra estas se afiadieron cada
una en un matraz Erlenmeyer de 500 ml se adiciono una disolucién de 4cido citrico la cual se preparé disolviendo
30gr de acido citrico en 300 ml de agua destilada en cada matraz, las fibras deben de estar completamente mojadas
por la disolucion, los matraz con su respectiva sustancia en su interior se coloc6 en una parrilla para equipo soxhlets
y se le afiadi6 un refrigerante de rosario a cada uno, cuando la disolucién con la fibra empez6 a hervir se cuentan 30
min y se apaga la parrilla se deja enfriar y después se pasa por tres capas de gasa y papel whatman de 0.642 con
ayuda de vacio luego se afiadié 300 ml de alcohol respectivamente y se metieron en la parte inferior del refrigerador
el cual tenia una temperatura de 8°C durante 12 hr, transcurrido este perdié de tiempo se sacaron y se volvieron a
filtrar las soluciones con papel whatman de 0.642 después los tres papeles se metieron aun desecador y cuando
estuvieron completamente secos se pesaron y se compararon con el peso de un papel whatman limpio y se determind
el contenido de pectinas de cada fibra.

DETERMINACION DE FIBRA CRUDA: De la tres fibras la de bambu es la més utilizada para alimentos para
consumo humano como son en la elaboracion de galletas y para retencion de agua de algunos productos alimenticios.
Asi mismo se hizo la determinacion de cantidad de fibra cruda que tienen estas fibras para ver si se pueden emplear
en un producto para consumo humano, esta determinacion se hizo en dos maneras., una con las fibras asi como se
consiguieron y la otra determinacién con las fibras llevadas previamente aun proceso de alto calentamiento esto con
la finalidad de ver cuanta fibra cruda se obtenia después del calentamiento.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.- Reduccién de tamafio: Las estructuras de las fibras tanto de nopal como de agave (figura 1) son algo brumosas y
no permitian desarrollar las practicas debido a su tamafio por el cual se tuvieron que reducir aun tamafio de 42 mm
como se muestra en la (figura 2), la fibra de bambu se estuvo manejando con el tamafio de particula.

Figura 2:a) Fibra de nopal b) fibra de agave.
Ambas con un tamafio de particula de 42 mm.

Figural: a) Fibra de nopal b) agave c) bambu .Las tres
fibras se muestran como se obtuvieron inicialmente.

2.- Determinacion de proteina: Lo reportado por Guzman Loayza Deysi en su articulo “Estudio bromatoldogico del
cladodio de nopal (Opuntia Ficus-indica)” nos dice que el contenido de proteina en cladodios de 1 afio de edad
tienen un 0.48% de proteina y Jiménez Mufioz hace mencién que el porcentaje de proteina que tiene las hojas de
agave tequilana es de 7.77% y en los resultado obtenidos en el verano de estas dos fibras son de 0.9223 % en la fibra
de nopal y en las fibras de agave y bambu son de 0.3012 % y 0.9183 % respectivamente como se ve se obtuvieron
buenos porcentaje de proteina en las fibras por lo que las hace una buena fuente de proteina (figura 3).

Figura 3: Determinacion de proteina de las tres
fibras.

3.- Determinacidn de carbohidratos: En esta determinacion se encontr6 un registro de Guzman Loayza Deysi en su
articulo “Estudio bromatologico del cladodio de nopal (Opuntia Ficus-indica)’donde dice que las pencas de nopal
tiene un porcentaje de 2.43 % y en cuanto a la fibra de agave se encontr6 con un porcentaje de 5.11 a 11.83% esto
segun Montafiez-Soto. Los resultados obtenidos en este verano son los siguientes: en la fibra de nopal se obtuvo un
porcentaje de 10.8785% y en la agave se registré un 10.8785 % y la bambu con un 5.2378 % (figura 4).

Figura 4: Determinacion de carbohidratos de las
tres fibras.




4.- Determinacion de pectinas: Segun lo reportado por Aza Espinosa y Méndez Arellano en “EXTRACCION DE
PECTINA DE NOPAL (Opuntia Ficus Indica) POR MEDIO ACIDO APLICANDO DOS NIVELES DE
TEMPERATURA, TIEMPO Y ESTADOS DE MADUREZ” la pena de nopal y bambu tienen un porcentaje de
0.555 y 0.7 % respectivamente cada fibra por lo que las cantidades que se obtuvieron en la determinacion de estas
dos fibras son para la fibra de nopal se obtuvo un 6.972 % la cual es una cantidad favorable en cuanto a lo leido en la
cita antes mencionada y con respecto a la fibra de bambu se obtuvo un porcentaje bajo el cual es de 1.094 % el bajo
contenido pectina en esta fibra se debe a que la fibra utiliza estd completamente industrializada lo que esto con lleva
a una serie de tratamiento de limpieza y desinfeccion en cuanto a la fibra de agave se obtuvo una cantidad de 2.14 %
en cuanto a lo registrado por Alonso M y L. Rigal tienen un porcentaje de 1% por lo que nos indica que agave que se
empled en la determinacion cuenta con un buen porcentaje de pectinas (figura 5).

5.- Determinacién de fibra: Para llevar a cabo la determinacién de hemicelulosa, celulosa y lignina se tuvieron que
mandar las muestras al departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guanajuato sede Guanajuato y la
cual nos mandd los siguientes registros que se muestran en la tabla 1., los resultados de las fibras expuestas a altas
temperaturas se esté esperando a que lleguen los andlisis.

Tabla 1. Cantidad de hemicelulosa, celulosa y lignina en las fibras de nopal, agave y bambu

19.15% 13.78% 5.90%

60.92% 72.57% 82.46%

17.06% 11.69% 9.50%

CONCLUSIONES

La realizacion de este verano fue como parte de la tesis que se estd haciendo con la finalidad de tener una
caracterizacion fisico-quimico de las fibras de nopal, agave y bambu, este verano que lleve a cabo me brindo muchos
conocimientos ya que con los practicas realizadas Ilegamos a la conclusion de que se necesitan hacer mas
determinaciones a las tres fibras para comprender mejor su caracteristicas.
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VISUALIZACION DIGITAL DEL CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS IMPORTANTES EN LA
AGRICULTURA

José Roberto Guerrero Ramirez' y Braulio Gutiérrez Medina®
RESUMEN

La flora microbiana presente en los suelos de interés agronomo presenta una gran diversidad de microorganismo,
dentro de los cuales se encuentran los hongos filamentosos como lo es Trichoderma atroviride, este hongo es
utilizado como biocontrol debido a sus capacidades fitopatdgenas. En el presente trabajo se monitored la
germinacion de esporas de las cepas mutante (en donde fue deletada la proteina de la cinesina) y silvestre de esta
especie, con el propdsito de obtener una comparacion éptima entre ambas. Dentro de los resultados obtenidos se
caracterizaron las esporas por medio del procesamiento digital de imagenes utilizando el software Image J,
cuantificando didmetros y cantidad de esporas por volumen especifico.

ABSTRACT

The microbial flora present in the soils of interest in agronomy presents a large diversity of microorganisms, in
which filamentous fungi are present such as Trichoderma atroviride, this fungus is used as biocontrol due to its
phytopathogenic capacities. In the present work, the germination of spores of mutant stock (where the kinesin protein
was removed) and wild type of this species was monitored, with the purpose of obtaining an optimum comparison of
both. Throughout the obtained results, the spores were characterized by means of digital processing of images using
the Image J software, quantifying diameters and quantity of spores per specific volume.

Palabras claves: Trichoderma, cinesina, nanomotor, ImageJ, Velocidad de germinacion.

INTRODUCCION

Los hongos filamentosos son microorganismo encontrados cominmente en el suelo a diversas profundidades, los
cuales se ven favorecidos por su habilidad de crear hifas y micelios, es bien sabido que el hongo llega abarcar
grandes extensiones ya que presumiblemente llega a tener una mejor asimilacion de nutrientes al extender su colonia,
son microorganismo con una alta complejidad en todos los aspectos que lo conforman como lo son sus estructuras y
rutas metabolicas por mencionar algunas. El suelo al ser un gran ecosistema presenta una alta interaccion entre todos
los organismos que lo integran, principalmente las micorrizas que denotan por ser asociaciones anatomicas intimas
entre las raices de las plantas y algunos hongos del suelo, donde el hongo Trichoderma atroviride juega un gran papel
como defensa de la planta contra otros hongos que pueden llegar a afectar la planta hospedadora.

Un rasgo caracteristico de las especies de Trichoderma es la produccion de anillos de conidiacién concéntricos en
respuesta a ciclos alternos de luz y oscuridad. Recientemente hemos demostrado una respuesta de fotoconidiacién
mas compleja y especifica de especie en Trichoderma (Steyaert et al., 2010). En adicion a esto, la competencia por la
fotoconidiacion depende estrictamente del estado metabolito del microorganismo y de la edad de este.
Micoparasitismo es el fenémeno por el cual un hongo es paréasito en otro hongo, un estilo de vida que se puede
fechar por lo menos hace 400 millones de afios por la evidencia fésil. (Taylor et al., 2005). Esto tiene especial
relevancia cuando el ataque es dirigido hacia una planta, proporcionando una estrategia para el control biolégico de
las plagas para la proteccion de las plantas, cominmente llamado “biocontrol”. Probablemente los agentes de
biocontrol méas estudiados sean las especies del género Hypocrea / Trichoderma, Trichoderma atroviride (Ta) y
Trichoderma virens (Tv) - los teleomorfos Hypocrea atroviride e Hypocrea virens, respectivamente - que se
encuentran entre los mejores agentes de biocontrol micoparasitario utilizados en la agricultura. (Harman et al., 2004).
Los efectos favorables de Trichoderma spp. en las plantas comprenden rasgos tales como la capacidad de
antagonizar los patégenos transmitidos por el suelo mediante una combinacién de lisis enzimética, secrecion de
antibidticos y competencia por el espacio y los sustratos. (Howell, 2003, Harman, 2006).
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La mejora basada en la ciencia de agentes de control biologico para aplicaciones agricolas requiere una comprension
de los principios biolégicos de sus acciones.Hasta ahora, algunos de los aspectos moleculares, como la regulacion y
el papel de las enzimas hidroliticas de la pared celular y los metabolitos secundarios antag6nicos, se han estudiado en
Trichoderma (Harman et al., 2004).

La mayoria de las nuevas proteinas sintetizadas en la célula se transportan activamente a lo largo de filamentos
citoesqueléticos direccionales a su destino apropiado mediante motores moleculares. Las proteinas se transportan en
varios organulos membranosos y complejos proteicos, y los ARNm se transportan en grandes complejos proteicos.
(Hirokawa,1998. Hirokawa et al., 2008). EI transporte intracelular direccional es mas prominente en las células
polarizadas, como las neuronas y las células epiteliales, y es fundamental para la funcién neuronal y la supervivencia
porque la mayoria de las proteinas requeridas en el axon y las terminales nerviosas necesitan ser transportadas desde
el cuerpo celular. Por lo tanto, las neuronas son un buen modelo de sistema para estudiar el transporte intracelular.
(Hirokawa et al., 2005).

Entre los motores moleculares que participan en el transporte intracelular, se han identificado tres grandes
superfamilias: cinesinas, dineinas y miosinas. Las cinesinas usan microttbulos como un "riel" para transportar carga,
y usan la energia quimica del ATP para impulsar cambios conformacionales que generan fuerza motriz. Las dineinas
usan microttbulos para conducir menos el transporte retrdgrado dirigido hacia el extremo y la motilidad de los cilios
y flagelos. Las miosinas se mueven a lo largo de los filamentos de actina para controlar la contraccion muscular y el
transporte de corto alcance que tipicamente ocurre debajo de la membrana plasmatica. Aqui, nos centramos en el
papel de las proteinas de la superfamilia cinesina (también conocidas como KIFs, por sus siglas en inglés) en el
proceso de transporte intracelular en varios tipos de células. (Hirokawa et al., 2009).

La modificacion genética en los microorganismo nos ha dado a los seres humanos una mejor perspectiva de los
multiples beneficios que podemos llegar a obtener a partir de esta préctica, pero de manera contraria hemos llegado a
observar y comprender que con una minima modificacién a la estructura genética de estos organismos para ellos
genera enormes cambios, en el caso de Trichoderma atroviride se ha llegado a modificar su estructura genética por la
técnica de knockout donde el gen enddgeno se extrae y se intercambia por una version mutada, que se introduce.
Esta version mutada puede eliminar toda la secuencia del gen, que es lo mas conveniente, esta técnica se aplico sobre
el gen de la cinesina, deletando lo.

El objetivo del presente trabajo es el estudio del porcentaje de germinacion a través del tiempo del hongo
Trichoderma atroviride y en los efectos que llega a tener la supresion de la cinesina sobre el crecimiento en las
primeras etapas de germinacidn de las esporas, y a si mismo se enfoca en la cuantificacion de los didmetros de las
esporas en etapas tempranas y etapas con primeros indicios de germinacion. En primera instancia se discute sobre las
comparaciones de las dos cepas de interés de estudio en la etapa de germinacion y cudles son los efectos de la
supresion del nanomotor denominado cinesina.

METODOS Y MATERIALES

Monitoreo de la germinacion de esporas de las cepas mutantes y silvestres pertenecientes al hongo Trichoderma
atroviride a partir del procesamiento digital de imagenes.

Se prepararon cajas Petri desechables (90x15mm) con agar PDA estéril, en estas se inocularon las cepas mutante y
silvestre del hongo Trichoderma atroviride, la inoculacion se llevo acabo recortando un cuadrado del medio con el
hongo, posteriormente colocando el cuadrado de forma invertida en una nueva caja con agar PDA estéril. Se dejo
crecer a temperatura ambiente por 5 dias con ciclos de luz y obscuridad con duracién de 12/12 horas (Fig. 1)

Una vez que el hongo presentara un crecimiento radial sobre todo la superficie del agar se procedid a la recoleccion
de esporas, adicionando 2 ml de agua destilada sobre el hongo, raspando la superficie con un asa de Digralsky de
vidrio. Con la ayuda de una micropipeta (1000 pl) se recolecto el sobrenadante el cual se colocé en tubos eppendorf
previamente etiquetados con los cédigos WT (Wild Type) para la cepa silvestre y F4.2 1 para la cepa mutante,
finalmente se guardaron los stocks a una temperatura de 4°C, dichos stocks presentaron una concentracion de 10°8
esporas/ml.

Se realizaron diluciones de los stocks de las dos cepas del hongo, la concentracion con la cual se trabajo la cepa
silvestre para este experimento fue de 1074 1:6 esporas/ml y la cepa mutante de 10”4 esporas/ml.

Para proceder con la observacion de la germinacion de las esporas se utilizaron cajas Petri desechables (90x15mm)
en las cuales se colocaron portaobjetos, sobre ellos se posicionaron dos tiras de agar PDA. Cada tira agar se inoculd a
lo largo con 5 gotas de 0.5 ul de la dilucion perteneciente a la cepa a estudiar, cada caja se incubo a una temperatura
de 28 °C sin agitacion y se etiquetaron iniciando con la hora 6 a la 14. La hora 6 fue la primera lectura, con la ayuda
de una camara (AmScope MU300) adicionada a un microscopio triocular (AmScope), se tomaron fotos a 4x de cada



gota, después se procedio a contar la cantidad de esporas con la ayuda del software ImageJ 2.0, en el cual se cred un
Macro (Fig. 2), se utilizo para facilitar la tarea del conteo de esporas por volumen dado. Se repitid la captura y
cuenta de esporas cada hora hasta llegar a hora 14 con ambas cepas.

Cuantificacidn del didmetro de las esporas de las cepas silvestre y mutante por medio de visualizacion digital.

Se recrearon los portaobjetos con tiras de agar PDA estéril para poder realizar la medicion de diametros de las
esporas de ambas cepas (mutante y silvestre), la inoculacién de las tiras se realiz6 a partir del stock, el cual se diluy6
hasta una concentracion de 10”6 esporas/ml. Cada tira de PDA se inocul6 a lo largo con 5 gotas de la dilucién 10"6
esporas/ml.

Para realizar las observaciones al microscopio, se eligieron 2 horas para realizar las mediciones de diametro. La
primera medicion se realizé a la hora O(directamente del stock), la segunda medicion se realizé después de 6 horas de
incubacién a 28°C sin agitacion. Para realizar la medicion de diametros se tomaron aproximadamente 22 fotos para
ambas mediciones con un aumento de 40x, se utilizé una escala de 6.7px/um, Unicamente para el objetivo de 40x.
Para tomar las fotos que se utilizaron en la cuantificacion de diametros se utilizé el criterio de enfocar la espora hasta
que se mostrara de color blanco en su mayoria y solo el contorno de la espora permaneciera obscuro, el criterio antes
mencionado se aplicd para el caso de ambas cepas. (Fig. 3)

La medicion de los diametros a partir de las fotos capturadas se realizé por medio de un algoritmo creado en un
Macro que se escribié en el programa Imagel 2.0 (Fig. 4).

Figura 2. Macro para el conteo de esporas a 4x

1 //7ESCALA TRABAJANDO A 46X

2 sunatoria = 0;

3 for (p=1; pe=23; pHe) {

4 open("C:/Users/IR/Videos/Esporas/Diametro/Kin 16% Ghrs/™+p+".bmp");

run("Set Scale...”, "distance=6.7 known=1 pixel=1 unit=ym global);

- 6 run("8-bit");

O @ o o ¢ 7 rename("x");

o g run("Duplicate...”, " title=y");
s //Signa= 6.5-7.4

run("Gaussian Blur...", “sigra=7");
11 run("Image Expression Parser (Macro)', "expression=a-B a=x bey");
. o - 12| rename("Foto");
o run("8-bit"

Figura 3. Criterio de enfoque para la cuantificacion de
diametros

reshold("Default");
reshold...");
on("BlackBackground”, false);
run(*Convert to Mask");
run(*Fi11 Holes");
run("Hatershed”);
run("Analyze Particles...”, "size=5.09-250.8 circularity=2.3-1.00 show=[Overlay Masks] display clear include");
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38;
while(j==0){
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valor = eval ("§s","Analyzer getResultsTable(). getvalueasDouble (8, "+xt")");
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=l
}

setAut:

)
}
for(i=; i<x; i++) {
valor=eval("js", "Analyzer .getResultsTable().getvaluaAsDouble (8, "+i+")");
J/print (valor);
d=sqre((#5valor) /PT);
print(d);
suma = suma + dj
}
close("Fota");
prom = suma/x;
print ("Didmetro promedic = " + prom);
sumatoria = sumatoria + x;

)
1)
47 print("esporas:"+ sumatoria);

Figura 4. Macro establecido para la cuantificacion de
didmetros a 40x



RESULTADOS Y DISCUSION

Basandonos en la R2 que nos arroja el ajuste de la gréafica, podemos observar que en la cepa silvestre WT nuestro
ajuste sigmoidal es del 98.21% de variacion entre nuestras variables de estudio y si lo comparamos con la cepa
mutante A Kin F4.2 1 su R2 es del 94.68%, lo que nos indica que el porcentaje de germinacion varia mas en la cepa
mutante. Lo que se puede considerar como un efecto de la supresidn de la cinesina de la cepa mutante, reflejado en el
proceso de germinacion de las esporas. (Fig. 5y Tabla 1).

Tabla 1. Ajuste sigmoidal

5 Constante | Cepa silvestre Cepa
£ . (WT) mutante
s (AKin F4.2
L. . ; ] 1)
2 . o s 1 a 106 (97.12, 100 (fixed at
‘ emee 114.8) bound)
O [ Saminagion ve- Tiemeo b -2.97 (-8.778, 0.1582 (-
s | 2.838) 7.251, 7.567)
: " X0 8.545 (8.125, | 10.73 (10.05,
3l | 8.965) 11.41)
- ] : | Rz 0.9848 0.9509
2 e 2 ® Aiiad 0.9821 0.9468
Figura 5. Porcentaje de Germinacion vs Tiempo, ambas cepas. Justada

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se puede observar que entre ambas cepas Se presenta una enorme variacion de datos con
respecto al porcentaje germinacién, lo que nos demuestra que el efecto de la supresién de la cinesina en el hongo
toma un papel importante en las primeras etapas de desarrollo del microorganismo, tomando en cuenta que ambas
cepas se incubaron a las mismas condiciones.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE DOS EXTRACTOS VEGETALES
Juan Pablo Orozco Martinez' y Rafael Alejandro Veloz Garcia®.
RESUMEN

En el presente estudio, se evalud la actividad antifingica de distintas concentraciones de extractos de semilla de
trompeta (Angelica archangelica) en agua y en cloroformo sobre el hongo Fusarium oxysporum mediante el método
de alimento envenenado para determinar si es posible emplearlos para el control de hongos fitopatdgenos. Los
controles, los tratamientos con extracto en cloroformo y un tratamiento con extracto en agua no presentaron
crecimiento de F. oxysporum, posiblemente debido a la inviabilidad de los in6culos empleados. En cambio, en el
tratamiento con 50 mg/mL de trompeta en agua hubo crecimiento del micelio, sugiriendo la presencia de
carbohidratos enriqueciendo el medio, pero presentandose también hifas aéreas de tamafio considerable que pueden
indicar estrés generado por compuestos con actividad antifingica.

ABSTRACT

In this study, antifungal activity of different concentrations of Angelica archangelica seed extracts on water and
chloroform was evaluated against Fusarium oxysporum using the poisoned food technique to determine if it is
possible to use those extracts for plant pathogenic fungi control. Controls, chloroform extract treatments and one
water extract treatment had no F. oxysporum growth, probably due to use of non-viable inoculum. However, there
was mycelium growth on a treatment using water extract at a concentration of 50 mg/mL, suggesting carbohydrate
presence enriching growth medium, but there was also large aerial hyphae growth, probably indicating stress caused
by compounds with antifungal activity.

Palabras clave: Actividad antifingica, Angelica archangelica, Fusarium oxysporum, extracto acuoso, extracto en
cloroformo, alimento envenenado.

INTRODUCCION

La enfermedad en plantas consiste en la alteracion de una o varias de sus funciones por organismos patégenos o por
determinadas condiciones del ambiente en que se desarrollan. Para que ocurra alguna enfermedad en una planta,
deben interactuar tres componentes: la planta hospedera, el patégeno y determinadas condiciones ambientales dentro
de limites favorables (Urbina, 2011).

Existen aproximadamente 3000 especies de plantas que se emplean como alimento por el ser humano, de las cuales
solo 11: arroz, maiz, trigo, sorgo, cafia de azUcar, papa, yuca, frijol, patata, platano y coco, constituyen el 95% del
suministro de alimentos a la humanidad. Se conocen mas de 1,300 especies de hongos, 4,105 especies de nematodos,
950 especies de virus, 30 de viroides y 100 de bacterias que causan enfermedades en los cultivos mencionados. Las
enfermedades de importancia econémica producen pérdidas en los cultivos de una o varias maneras: reduccion en el
rendimiento de las plantas, reduccion de la calidad del producto, contaminacion del suelo, pérdidas de poscosecha,
incrementos en costos de produccidn, costos de manejo y predisposicion a otras enfermedades (Guzman, 2009).

Los hongos son los principales organismos fitopatdgenos, representando una pérdida econémica importante en la
agricultura. Las enfermedades provocadas por hongos fitopatégenos afectan el rendimiento de numerosos cultivos,
resultando en la pérdida anual de aproximadamente el 13% de las cosechas globales (Moore, 2016).

Una de las especies de hongos fitopatdgenos mas importantes debido a su impacto econémico es Fusarium
oxysporum. Este provoca una enfermedad conocida como fusariosis en un amplio rango de plantas hospederas. Los
sintomas de la fusariosis incluyen pardeamiento vascular, epinastia, marchitamiento progresivo, defoliacion y atrofia,
provocando incluso la muerte de la planta (Di Petro, 2012). Existen variantes de F. oxysporum, que en conjunto
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infectan mas de cien hospederos, entre los que se encuentran el melén, tomate, algodon, platano, papa, frijol, ajo,
calabaza, cebolla, col, narciso, sandia y vainilla (Di Petro, 2012).Tan solo en la produccion de platano, se estima que
F. oxysporum generara pérdidas por 10 billones de ddlares a nivel global entre 2017 y 2040 si no se toman medidas
efectivas al respecto (FAO, 2017). En la produccion mundial de papa, puede causar pérdidas del 10% al 53% de los
cultivos (Villa, 2015). En México, se estima que puede causar la pérdida de mas del 50% del cultivo de tomate
(Hernandez, 2014). En el caso del cultivo de frijol, también a nivel nacional, puede reducir su rendimiento hasta en
un 50% (Montiel, 2005).

Siendo los hongos fitopatdégenos una de las principales causas de pérdidas de cultivos a nivel mundial, resulta
importante el desarrollo y uso de estrategias que permitan su control. Entre tales estrategias destacan los fungicidas
quimicos, el control bioldgico y los biofungicidas. Los fungicidas quimicos sistémicos del grupo de los
benzimidazoles se emplean para tratar las enfermedades causadas por Fusarium spp. y otros hongos. En dicho grupo
de fungicidas se encuentran el benomil, carbendazim, tiabendazol, y tiofanato. No obstante, es probable que estos
fungicidas sean agentes mutagénicos de las plantas y que incrementen la resistencia de los hongos ante su efecto.
Ademas, su uso representa un riesgo para la salud humana y contribuye a la contaminacién ambiental (Villa, 2015).
Ante los inconvenientes que implica el uso de fungicidas quimicos, se ha dedicado un gran esfuerzo al desarrollo de
alternativas para el control de hongos fitopatdgenos. De esta manera, se ha desarrollado el control biol6gico, que
consiste en la reduccion de la densidad de indculo, o de las actividades inductoras de enfermedad de un patégeno o
parasito por la accién de uno o méas organismos (Melgarejo, 2006). Por otra parte, los biofungicidas controlan las
infecciones de hongos fitopatdgenos mediante productos naturales. Existen tres tipos de biofungicidas: los
biofungicidas microbianos tienen como ingrediente activo un agente de control biol6gico; los biofungicidas vegetales
son sustancias fungicidas producidas por la planta, a partir de material genético que ha sido incorporado a ésta; y los
fungicidas bioquimicos contienen sustancias que ocurren en forma natural, afectando directamente a los organismos
patdgenos o estimulando resistencia sistémica adquirida (RAS) en la planta (McGrath, 2004).

Para el desarrollo y comparacion de fungicidas quimicos y biofungicidas, es necesario evaluar la actividad
antiflngica del compuesto en cuestion. De esta manera, existen diversos métodos de evaluacion antifingica, algunos
de los cuales se mencionan a continuacion:

1) EI método de dilucion en caldo consiste en exponer el hongo a estudiar, en medio liquido, a diferentes
concentraciones del fungicida que se esta evaluando.

2) La prueba colorimétrica consiste en el uso del compuesto MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) como indicador de crecimiento del hongo.

3) El método de difusion en agar consiste en inocular el hongo en medio sélido y colocar discos de papel filtro
impregnados en distintas concentraciones del fungicida. De acuerdo al didmetro de inhibicion obtenido, se
evalUa si el hongo es resistente o susceptible a la concentracion usada de fungicida.

4) El método de alimento envenenado consiste en preparar medio de cultivo al que se agrega una
concentracion determinada de fungicida, se inocula el hongo y se evalla su resistencia o susceptibilidad
(Ernst, 2015).

Cabe destacar que entre los métodos alternativos para el control de hongos fitopatégenos, se ha dado énfasis al
estudio de nuevos compuestos derivados de fuentes vegetales, como aceites esenciales, extractos vegetales y
metabolitos secundarios (Villa, 2015).

En este aspecto, una fuente vegetal que resulta de interés es la planta Angelica archangelica, coloquialmente
conocida como “trompeta”: una hierba de raiz gruesa, hojas grandes y flores blancas muy ramificadas. Esta planta ha
sido utilizada desde tiempos remotos en medicina tradicional como expectorante, sedante, carminativa, diaforética y
estimulante. Ademas, el género Angelica por si mismo es conocido por sus propiedades medicinales, empleandose
numerosas especies como remedio para distintas dolencias y enfermedades. Los principios activos presentes en estas
plantas incluyen cumarinas, compuestos acetilénicos, chalconas, sesquiterpenos y polisacéridos (Sarker, 2004). En
un estudio previo, se report6 que el aceite esencial de raices de A. archangelica tiene actividad antiflngica contra
Botrytis cinerea, Alternaria solani y algunas especies del género Fusarium (Fraternale, 2014).

En el presente trabajo, se evaluo la actividad antifingica de extractos de semilla de A. archangelica en agua y en
cloroformo sobre el hongo F. oxysporum mediante el método de alimento envenenado para determinar si es posible
emplearlos para el control de hongos fitopatdgenos.



METODOS Y MATERIALES

Obtencién de material bioldgico

El material biol6gico del que se partié fue semilla de trompeta (Angelica archangelica), otorgada por el Dr. Rafael
Alejandro Veloz Garcia. La planta fue recolectada en el cerro de El Lobo, comunidad de Las Cruces, municipio de
Salvatierra, Guanajuato.

Obtencidn de extractos vegetales

Para la obtencion de extractos de trompeta, se utilizaron agua y cloroformo como solventes. Para el extracto en agua,
100 g de semilla de trompeta se dejaron macerar en 1L de agua. Para el extracto en cloroformo, 100 g de semilla de
trompeta se dejaron macerar en 1 L de cloroformo. Posteriormente, ambos macerados se sometieron a bafio
ultrasénico a alta intensidad durante 15 minutos en un equipo Cole-Parmer. Los macerados volvieron a someterse a
bafio ultrasonico bajo las mismas condiciones 24 y 48 horas después del primer tratamiento. Después, los extractos
liquidos de ambos tratamientos se separaron de los sélidos mediante filtracion con papel filtro. Los extractos liquidos
resultantes se sometieron a destilacion para concentrarlos empleando un rotavapor y una bomba de vacio Buchi,
aplicando una presién de 200 mbar, una velocidad de giro de 5 rpm y una temperatura de 40 °C, que se increment6
gradualmente hasta 50 °C. Una vez concentrados los extractos, se almacenaron en frascos ambar y se refrigeraron.
Ensayo de alimento envenenado

Para evaluar la actividad antifingica de la trompeta, se llevo a cabo un ensayo de alimento envenenado sobre F.
oxysporum. El extracto de trompeta en agua y el extracto de trompeta en cloroformo se colocaron en bafio Maria
durante 30 minutos para facilitar su manipulacion. Se prepararon tres cajas Petri con PDA con una concentracion de
50 mg/mL de extracto de trompeta en agua, tres cajas con PDA con concentracion de 50 mg/mL de extracto de
trompeta en cloroformo, tres cajas con PDA con 50 pg/mL de extracto de trompeta en agua y tres cajas con PDA con
50 pg/mL de extracto de trompeta en cloroformo. Como control, se prepararon dos cajas Petri de PDA sin extracto.
El pH de cada medio se ajust6 a 3.5 con HCI. Las placas se colocaron en incubacién durante 48 horas a 35 °C para
verificar que no hubiera contaminacidn, tras lo cual se inocularon como se describié anteriormente y se incubaron a
35 °C. Durante seis dias, se midié el diametro de crecimiento de F. oxysporum en todas las cajas, tomando cuatro
medidas del hongo en crecimiento y promediando. Los resultados (ver Tabla 1) se reportaron como el promedio de
las réplicas + la desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencién de material bioldgico y de extractos vegetales

A partir de la semilla de trompeta (ver Figura 1) recolectada en el cerro de El Lobo, comunidad de Las Cruces,
Salvatierra, se obtuvieron aproximadamente 7 g de extracto en agua y 1.5 g de extracto en cloroformo (ver Figura 2).

Figura 1. Semillas de rompeta. Figura 2. Extracto semilla de trompeta en agua
(izquierda) y de semilla de trompeta en cloroformo

(derecha).

El agua acttia como disolvente para compuestos polares, mientras el cloroformo actdia como disolvente moléculas de

menos polaridad, por lo tanto, se espera que la composicion de cada extracto resulte diferente.

Aunque en el presente estudio no se analizo la composicion de los extractos obtenidos, realizar tal andlisis resulta de

importancia, ya que en ocasiones diferentes extractos vegetales de la misma parte de una planta y empleando el

mismo solvente, resultan tener una composicion distinta (Fraternale, 2014).

En extractos de trompeta se ha reportado la presencia mayoritaria de monoterpenoides, seguidos de sesquiterpenos y

en menor medida de monoterpenoides oxigenados y sesquiterpenos oxigenados (Fraternale, 2014). Especificamente

en extractos de semilla de trompeta obtenidos por hidrodestilacion, se reportaron los siguientes compuestos



predominantes: f-felandreno (59.4%), a-copaeno (3.3%) a-pineno (2.9%), a-felandreno (2.3%) y criptona (2.6%)
(Wolski, 2003). Por su parte, en extractos de semilla de trompeta obtenidos mediante hexano, el compuesto
mayoritario también fue B-felandreno (66.4-82.1%), seguido de otros como a-Pineno (8.3-10.3%), a-felandreno
(3.1-4.3%), mirceno (3.4-7.3%), limoneno (2.0%) y sabineno (5.4-11.3%) (Holm, 1997). Es posible que los extractos
obtenidos tengan compaosiciones similares.

Ensayo de alimento envenenado

El crecimiento de F. oxysporum en los controles y los tratamientos se cuantificé durante seis dias (ver Tabla 1). El
diametro de micelio reportado en la Tabla 1 para las cajas donde no hubo crecimiento corresponde al diametro del
indculo inicial. El crecimiento en las cajas al sexto dia de incubacion se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Cuantificacién del crecimiento de F. oxysporum en los distintos tratamientos.

Tratamiento Diametro del micelio (cm)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Control 1.15+0.075 1.15+0.075 1.15+0.075 1.15+0.075 1.15+0.075 1.15+0.075
50 mg/mL 0.7333 ¢ 0.7333 £ 0.7333 0.7333 £ 0.7333 £ 0.7333
Cloroformo 0.0656 0.0656 0.0656 0.0656 0.0656 0.0656
50 mg/mL 0.9083 + 0.9083 + 1.5667 * 2.2333 + 2.875+ 3.4333 +
Agua 0.0117 0.0117 0.1047 0.116 0.0204 0.0311
50 pg/mL
Cloroformo | 0.9 +0.0707 0.9 £0.0707 0.9 £0.0707 0.9 £0.0707 0.9 £0.0707 0.9 £0.0707
50 pg/mL 0.8916 * 0.8916 * 0.8916 * 0.8916 + 0.8916 + 0.8916 *
Agua 0.0235 0.0235 0.0235 0.0235 0.0235 0.0235
Tabla 2. Crecimiento de micelio de F. oxysporum en los distintos tratamientos.
Replica Control 50 mg/mL | 50 mg/mL Agua 50 pg/mL 50 pg/mL
Cloroformo Cloroformo Agua
Cajal A
Caja 2
Caja3

Como puede observarse, no hubo crecimiento del hongo en ninguno de los tratamientos con extracto de trompeta en
cloroformo, ni con el tratamiento de 50 pug/mL de extracto de trompeta en agua. Sin embargo, estos resultados
dificilmente pueden interpretarse como una inhibicion del crecimiento de F. oxyspurum por parte de los extractos,
debido a que los controles tampoco presentaron crecimiento alguno. Las condiciones de cultivo empleadas (pH de
3.5 y temperatura de 35°C) se encuentran dentro de los parametros reportados para el crecimiento de F. oxysporum,
gue son temperatura de entre 8 y 36°C y pH minimo de 3 (Balasu, 2015). Por lo tanto, es posible que la ausencia de
crecimiento en los controles y los tratamientos mencionados se deba a la inviabilidad del inoculo utilizado. Los




indculos se tomaron de placas de PDA con F. oxysporum presentando un crecimiento miceliar limitado y con
ausencia de hifas aéreas. Se ha reportado que, para favorecer el crecimiento de hongos filamentosos, el inéculo debe
provenir de colonias con crecimiento activo (Peksen, 2013).

En cambio, en el tratamiento de 50 mg/mL de extracto de trompeta en agua pudo apreciarse un crecimiento
progresivo (ver Tablas 1 y 2). Ademas de crecimiento de micelio vegetativo, resultd caracteristica la presencia de
hifas aéreas de tamafio considerable. Es posible que el desarrollo del hongo en el medio se favoreciera debido a la
presencia de carbohidratos en el extracto. Se ha reportado la presencia de carbohidratos, principalmente fructosa,
glucosa y sacarosa en extractos de trompeta (Kylin, 2010). En cambio, la abundancia y tamafio de hifas aéreas puede
indicar la presencia de compuestos que provocan estrés al hongo. En estudios previos, se ha observado que el -
felandreno, a-pineno, limoneno y mirceno, todos componentes importantes en los extractos de trompeta, pueden
inhibir la germinacion de esporas y el crecimiento de micelio en hongos filamentosos (Nivinskiene, 2007). Ademas,
se ha demostrado la actividad antiflngica de extracto acuoso de trompeta, reportandose una concentracién minima
inhibitoria de 300 pg/mL y una concentracion minima fungicida de 600 pg/mL para F. oxysporum (Fraternale,
2014). Por lo tanto, es probable que la concentracion relativamente alta de 50 mg/mL de extracto de trompeta en
agua haya proporcionado al hongo carbohidratos en cantidad suficiente como para promover su crecimiento, a la vez
que la presencia de compuestos con actividad antifingica generd estrés sobre el mismo.

CONCLUSIONES

En las placas de control y en los tratamientos con 50 pug/mL de trompeta en agua, 50 pg/mL de trompeta en
cloroformo y 50 mg/mL de trompeta en cloroformo no hubo crecimiento de F. oxysporum, posiblemente debido a la
inviabilidad de los in6culos empleados. Por lo tanto, no fue posible evaluar la actividad antiflngica de tales
extractos. En cambio, en el tratamiento con 50 mg/mL de trompeta en agua hubo crecimiento del micelio, sugiriendo
la presencia de carbohidratos enriqueciendo el medio, pero presentdndose también hifas aéreas de tamafio
considerable que pueden indicar estrés generado por compuestos con actividad antifingica. Se requieren mas
experimentos para determinar si los extractos de trompeta obtenidos pueden emplearse como agentes de control de
hongos fitopatdgenos en ensayos in vitro.
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EVALUACION Y SELECCION DE MESTIZOS DE MAiZ GENERADOS CON DOS PROBADORES
CONTRASTANTES-II.

Julia Salgado Patricio*® - Armando Espinoza Banda™
RESUMEN

En la presente investigacion del verano de la Ciencia 2018 se involucraron 25 lineas, producto de la investigacion de
la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”. Formando 22 mestizos estos fueron cruzados con un probador
denominado TL-244 (cruzas simples) la finalidad del experimento fue para obtener excelentes caracteristicas
Agrondmicas deseables.

ABSTRACT

In the present investigation of the Summer of Science 2018 25 lines were involved, product of the research of the
Autonomous Agrarian University "Antonio Narro". Forming 22 mestizos these were crossed with a tester called TL-
244 (simple crosses) the purpose of the experiment was to obtain excellent desirable Agronomic characteristics.

PALABRAS CLAVES

Maiz, lineas, Probador, Rendimiento, Mejoramiento genético, (ACG).

INTRODUCCION

En México el desarrollo del mejoramiento genético del maiz (Zea mays L.) por hibridacién fue iniciado por la hoy
extinta Oficina de Estudios Especiales de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia, en 1943 (Wellhausen, 1950). El
proposito fue obtener hibridos mas rendidores que las variedades criollas regionales en las tres principales zonas
agricolas de México: Mesa Central, El Bajio y los Tropicos himedo y seco. La hibridacion tuvo éxito, ya que en la
década de los 50 se liberaron los hibridos tropicales H- 501, H-502 y H-503, que superaron a las variedades criollas
en 30 % o mas (Reyes et al., 1955).

El mejoramiento genético es un proceso continuo en la formacidén de nuevas variedades e hibridos comerciales
(Beltrén et al., 2003; Malacarne y San Vicente, 2003). Se han desarrollado sistemas de apareamiento o disefios
genéticos para conocer la accién génica de caracteres cuantitativos, determinar la aptitud combinatoria de los
progenitores, seleccionar los mejores y disefiar los métodos de mejoramiento mas eficientes (Comstock y Robinson,
1948; Comstock y Robinson 1952; Griffing, 1956 y Cockerham, 1963).

El uso de la ACG y ACE como herramientas en el mejoramiento genético es muy comun no s6lo para rendimiento
de grano sino para otros caracteres, como tolerancia a salinidad (Welcker et al., 2005), produccién de etanol
(Lorenz et al., 2009), tolerancia al frio (Rodriguez et al., 2007), digestibilidad en maiz forrajero (Argillier et
al., 2000), cantidad y calidad de proteina (Bhatnagar et al., 2004.

Los estimadores de ACG y ACE ayudan a los mejoradores a visualizar estrategias de mejoramiento por hibridacion y
seleccion (Welcker et al., 2005; de la Vega y Chapman, 2006).

La probabilidad de que el mejor probador sea una variedad de polinizacion libre de bajo rendimiento, una linea
homocigdtica recesiva o en general una poblacion con baja frecuencia de loci importantes, ha recibido importancia
practica y teorica desde su proposicion por Davis (1934) y Hull (1945). Segun Allison, Curnow (1966) y Marquez
(1988), el mejor probador es el que contiene todos los genes recesivos para el caracter de interés.
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METODOLOGIA

Actividades que se llevaron a cabo durante la investigacion del periodo Verano de la Ciencia: Datos de cruzas
Probador x Linea:

Localizacion. Campo experimental de la UAAAN-UL. Ubicado geograficamente entre 24° 30’ y 27° LN y entre
102° y 105° LO, a 1120 msnm.

El proyecto de investigacion consto de dos etapas:

Primera Etapa. Durante la primavera-verano del afio 2017 se sembraron 25 lineas de maiz y una linea que fungio
como probador registrado como TL-244. Se sembraron dos surcos de tres metros de largo y 0.75m entre surcos por
cada linea, con distancia de 0.25m entre planta. El probador se sembro cuatro surcos a tiempo, cuatro a los 7 dias,
dos a 14 dias y los dos Ultimos fueron a 21 dias después de la siembra de las lineas. Al momento en que empezaron a
emerger los jilotes se cubrieron antes de que los estigmas fueran vistos esto para evitar la contaminacion de polen.
Las lineas se polinizaron con el probador manualmente de tres a cuatro plantas y se autofecundo la primera planta de
cada linea. Se cosecharon 22 mestizos el 24 de agosto del 2017, separando cada cruza para evitar alteraciones de
datos. Asimismo se tomaron datos de la floracién masculina y femenina de lineas y probador.

Segunda Etapa, El Ciclo primavera-verano del presente afio 2018, se sembraron para la evaluacion los 22 mestizos,
incluyendo al probador (TL-244) y dos hibridos comerciales como testigos regionales (Guepardo, RX8520). El
disefio estadistico fue en bloques al azar, dado con tres repeticiones.

Siembra:

Se sembr6 el 14 de abril en parcelas de 3m de largo y 0.75m entre surco y, a una distancia entre plantas de 0.15m
colocando dos semillas por golpe para posteriormente aclarar a una planta, con el fin de asegurar un mayor
porcentaje de germinacion de las semillas en el experimento.

Manejo de cultivo. A los 25 dias de después de la siembra cada parcela se aclard, dejando 21 plantas por surco,
para una densidad de 88,888 plantas ha™.

Control de maleza: Para el control de maleza se aplicé un herbicida pre-emergente HARNESS (Acetoclor: 2-cloro-
N-etiximetil etilacet-o-toluidida al 75.3%), la dosis recomendada por la etiqueta del producto de 2.0-3.0 L/Ha a los 5
dias posterior a la siembra.

Fertilizacién: Se realizd con la férmula ostentada 200-100- 00 (N-P-K), por medio del riego presurizado por goteo
con ayuda de Venturi.

Riego: Se utiliz6 cintilla calibre 6000, con emisores a 20 cm con un gasto de 1L/h y una presién de 7 Lb. La ldmina
total de riego fue de 59.74 cm y el INIFAP (2017) recomienda una lamina de riego de 65 cm, con certeza se dice
gue se encuentra dentro del rango de la lamina.

Control de plagas: Se llevd un control eficiente contra el spodoptera frugiperda se utilizé6 Clorpirifos 48
(Clorpirifos) con una dosis de 0.5-1.5 L/Ha, Kendo (lambda cyalotrina) con una dosis de 0.300 a 0.500 L/Ha,
Coragen (Clorantraniliprol) dosis de 0.75-125 mL/100L y Tetranychus urticae se utiliz6 Abamectina (Abamectina)
con una dosis de 60-80 L/Ha, Sunfire 240 SC (Clorfenapir) con una dosis de 0.30-125 cc/100L.

Variables evaluadas: Se tomaron datos de dias a Emergencia, floracion masculina tanto femenina.

Anélisis. El andlisis de las variables se realizd con el programa SAS v.9.0, (2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las deducciones del analisis de varianza se concentran dentro de la tabla 1. En lo cual indica que para la emergencia,
no se encontrd diferencia significativa entre bloques y tratamientos, puesto que la emergencia presentd un rango muy
constrefiido que fluctud entre los 6 y 8 dias después de la siembra, con un promedio de 7.06 dias.



La variable de la floracién masculina puede observarse que en los bloques no se encontrd diferencia significativa, en
cambio entre tratamientos la diferencia fue significativa. En diferencia con emergencia, la floracion se dio en un
rango mas amplio, de los 50 y 64 dias después de la siembra, con una media de 63.70 dias.

En la variable de la floracion femenina se observé entre bloques no se observa diferencia significativa, no asi entre
tratamientos donde se detect6 diferencia significativa. Los dias a floracion femenina, muestra un rango mas amplio
que en floracién masculina, de los 50 a 67 dias después de la siembra con una media de 66.22 dias.

Tabla 1. Significancia de cuadrados medios de tres variables cuantificadas en 22 mestizos y tres testigos en
el Campo Experimental de la UAAAN-UL, 2018.

Grados de

Fuente Libertad Emergencia Flor masculina Flor Femenina
Tratamientos 24 0.33 ns 6.73 ns 7.07 ns
Bloques 2 2.89 ns 6.41 ns 6.81 ns
Error Experimental 48 0.18** 1.39ns 1.41 ns
Total 74
Media 7.06 63.70 66.22

**: Significativo al 5% de probabilidad, ns: no significativo. EME=Emergencia, FM=Floracién masculina,
FF=Floracion femenina.

Los resultados se agruparon en el anlisis de varianza.

En la floracion masculina hubo diferencia, el mestizo precoz es el EN-04-2 x TL-244 tuvo un valor de 61.6 dias, el
mestizo tardio fue En-06-16 X TL-244 con un valor de 66.0 dias, aun siendo asi los mestizos fueron méas precoces
que la TL-244 ya que este tubo un media de 67.0 y en comparacién de los hibridos Guepardo tuvo una media de 61.0
dias y el RX-8520 una media de 63.0 dias, lo que nos indica que estos son alin mas precoces.

En cuanto a la floracién femenina hubo diferencia, el mestizo EN-04-2 X TL-244 obtuvo un valor de 63.3 dias, el
mas precoz EN-07-12 x TL-244 con una media de 62.6 dias el cual es el mas tardio de los 22 mestizos fueron EN-
02-16 x TL-244 y EN-06-16 x TL-244 con una media de 67.3. Siendo de esta forma Se observa que los mestizos no
superan al testigo (Probador) TL-244 ya que este cuenta con una media de 67.6 dias.

Cuadro 1 (GL: Grados de libertad, EME: Emergencia, FM: Floracion masculina, FF: Floracion femenina, **:
altamente significativo, ns: no significativo).

Tabla 2. Valores medios y Aptitud Combinatoria General (ACG) de Emergencia, Floracion masculinay
Floracion Masculina de 22 mestizos, en el Campo Experimental de la UAAAN-UL, 2018.

Medias ACG
Tratamiento EME FM FF EME FM FF
Guepardo 7.3a 61.3e 62.6 d
RX-8520 76a 63.0 ebdc 66.0 bdac
TL-244 70a 67.0a 67.6 a
EN-02-4 x TL-244 73 a 63.6 ebdac 67.0 bac 0.24 0.1 478
EN-02-7x TL-244 70 a 65.0 ebdac 66.0 bdac -0.06 13 378
EN-02-16 x TL-244 70 a 65.0 ebdac 67.3 ba -0.06 13  5.08
EN-03-3 x TL-244 76 a 63.0 ebdc 67.0 bac 0.54 0.7 478
EN-03-9 x TL-244 73 a 63.6 abdac 67.0 bac 0.24 0.1 478
EN-03-13 x TL-244 73 a 63.6 ebdac 67.0 bac 0.24 01 478
EN-04-2 x TL-244 6.6 a 61.6e 63.3 bdc -0.46 21 108



EN-04-4 x TL-244 73 a 62.6 edc 67.0 bac 0.24 -1.1 478
EN-05-8 x TL-244 73 a 64.0 ebdac 67.0 bac 0.24 03 478
EN-05-10 x TL-244 7.0 a 64.0 ebdac 67.0 bac -0.06 03 478
EN-05-12 x TL-244 6.6 a 65.6 bdac 67.0 bac -0.46 19 478
EN-06-7 x TL-244 7.0 a 66.6 ba 68.3a -0.06 2.9 6.08
EN-06-10 x TL-244 7.0 a 64.3 ebdac 66.3 bdac -0.06 06  4.08
EN-06-12 x TL-244 7.0 a 62.6 ebdc 67.0 bac -0.06 -11 478
EN-06-16 x TL-244 6.6 a 66.0 bac 67.3ba -0.46 23 508
EN-07-5 x TL-244 6.6 a 63.0 ebdc 66.0 bdac -0.46 0.7 3.78
EN-07-7 x TL-244 6.6 a 63.6 ebdac 65.6 dac -0.46 0.1 338
EN-07-8 x TL-244 6.6 a 62.3 edc 67.0 bac -0.46 -14 478
EN-07-12 x TL-244 6.6 a 62.0 ed 62.6d -0.46 -1.7 038
EN-08-01 x TL-244 70 a 63.0 ebdc 67 bac -0.06 0.7 478
EN-08-6 x TL-244 7.0 a 62.6 edc 63.6 bdc -0.06 -11 1.38
EN-08-12 x TL-244 7.6 a 62.6 edc 65.6 bdac 0.54 -11 338
Media 7.06 63.7 62.22

*Tratamientos con la misma letra, son estadisticamente iguales, (Tukey 0.05). EME=Emergencia, FM=Floracién
masculina, FF=Floracién femenina. La floracion femenina muestra menos variaciéon que la masculina, pues la
maxima

La magnitud de los valores de ACG (Tablal) para la variable EME se considera bajos ya que son menores a la
unidad. Con los valores positivos resalta el mestizo EN-03-3 x TL-244 y EN-08-12 x TL-244 (0.54) el cual tiende a
incrementar el nimero de dias a la emergencia, en tanto los mestizos con los valores mas negativos, tenderan a
requerir menos dias para emerger. Para la variable FM, los genotipos EN-04-2 x TL-244, EN-07-8 x TL-244 y EN-
07-12 x TL-244 muestran valores de ACG negativos, lo cual indica que transmiten a su progenie la condicion
genética de la precocidad, en contraste, los mestizos que muestran valores de ACG positivos y mayores a la unidad,
condicionaran a ser mas tardios para alcanzar esta etapa fenoldgica. Para floracion femenina (FF), se observa la
misma tendencia, los mestizos con valores negativos mayores a la unidad contribuiran con mayor precocidad.

CONCLUSION

Se observo en las variables de las floraciones masculinas y femeninas diferencia entre tratamientos pero no entre
bloques, debido a la heterogeneidad que existe entre los 22 mestizos y los tres testigos. El mestizo EN-04-2 x TL-
244 fue el precoz en la floracion masculina como la femenina, pero lo que nos indica que estos fueron ain mas
precoces que el testigo TL-244, sin embargo los dos testigos comerciales, en la floracién femenina como masculina
mostraron ser mas tardias. EI mestizo EN-06-7 x TL-244 fue el mas tardio en la floracion masculina al igual en la
femenina pero aun siendo asi supera a los hibridos comerciales en lo tardio.
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ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO PARA EVALUAR LA INFECCION DE MELOIDOGYNE
EN RAICES DE TOMATE BAJO CONDICIONES IN VITRO.

Karla Georgina Romero Sosa' y Silvia Edith Valdés Rodriguez®
RESUMEN

En el presente trabajo se describen los métodos implementados para la infeccidn in vitro de raices de tomate var. Rio
Grande con nematodos de la especie Meloidogyne, los cuales van desde la extraccion de nematodos de raices
previamente infectadas, hasta la inoculacion de raices crecidas in vitro con nematodos en estadio infectivo (J2).
Ademas, se incluyen los procedimientos realizados para la extraccion y utilizacién de una cistatina recombinante que
ha demostrado tener propiedades antiflingicas. Los resultados obtenidos fueron la estandarizacion del protocolo de
infeccién mediante semillas sembradas en medio MS y la obtencion de un lisado celular que contenia la proteina de
interés para su aplicacion como compuesto bioactivo. Los resultados de las pruebas inhibitorias con cistatina no
fueron concluidos.

ABSTRACT

In the present work the methods implemented for the in vitro infection of var. Rio Grande Tomato roots with
nematodes of the Meloidogyne species are described, which range from the extraction of nematodes from previously
infected roots, to the inoculation of roots grown in vitro with nematodes in the infective stage (J2). In addition, the
procedures performed for the extraction and use of a recombinant cystatin that has been shown to have antifungal
properties are included. The results obtained were the standardization of the infection protocol by seeds sown on MS
medium and obtaining a cell lysate containing the protein of interest for its application as a bioactive compound. The
results of the inhibition tests with cystatin were not concluded.

Palabras clave: Nematodos, in vitro, infeccion, raices, cistatina.
INTRODUCCION

Los nematodos pertenecen al reino animalia, forman el cuarto filo mas grande del reino animal por lo que se refiere
al nimero de especies. Actualmente se conocen 26.646 especies de nematodos, de las cuales 4,105 son paréasitos de
plantas (Hugot et al., 2001). Los nematodos fitopatdgenos son organismos pequefios, filiformes, mas o menos
transparentes, presentan cuerpos lisos no segmentados; cubiertos de una cuticula hialina, y son esencialmente
acuaticos (Guzmén, et al. 2011). Desde el punto de vista agronémico, los nematodos més importantes son los
agalladores y de quistes (Jones et al., 2013). Los neméatodos agalladores pertenecen al género Meloidogyne, éstos son
llamados asi por las agallas (nudos de la raiz) inducidas en las raices de su planta hospedadora. Estos pequefios
gusanos redondos (tipicamente de 300 pum a 2 mm para juveniles vermiformes y hembras piriformes,
respectivamente) viven en el suelo y son endoparasitos obligados y sedentarios de las raices de las plantas. Poseen un
estilete hueco y protrusible, que utilizan para debilitar o romper las paredes celulares, inyectar secreciones y extraer
nutrientes de las células infectadas de la raiz (Castagnone-Sereno, 2006; Jones et al., 2011). Las raices altamente
infestadas son mucho mas cortas que las sanas, tienen menos raices laterales y pelos radicales. En cuanto al sistema
aéreo, los sintomas pueden ser: inhibicién de la brotacién, marchitez temporal, disminucion del crecimiento y
deficiencias nutricionales que se manifiestan como clorosis del follaje, ya que los neméatodos interfieren con la
produccion y translocacion de hormonas provenientes de las raices, asimismo de sustancias que regulan la
fotosintesis. Se ha estimado que las pérdidas globales de los cultivos debido al ataque de nematodos corresponden a
$80 mil millones de délares al afio, sin embargo, es probable que sea una subestimacién de la cifra real, ya que
muchos productores, especialmente en las naciones en desarrollo, desconocen los neméatodos (Jones et al., 2013).
Aunado a esto las interacciones de los nematodos con otros patégenos, casi siempre resultan en dafios mayores al
originado por cada pardsito en forma individual, lo que podria aumentar ain mas la cifra. Las especies de
Meloidogyne causan dramaticas pérdidas de rendimiento reportadas en vegetales en la agricultura tropical

! Universidad auténoma de Querétaro, Facultad de quimica; cerro de las campanas, centro universitario 76010 Santiago de Querétaro, Qro,
Karla.romso@hotmail.com

2 Silvia Edith Valdés Rodriguez, CINVESTAV Unidad Irapuato, Depto de Biotecnologia y Bioquimica Libramiento Norte Carretera Irapuato
Leon Kilometro 9.6, Carretera Irapuato Ledn, 36821 Irapuato, Guanajuato, silvia.valdes@cinvestav.mx



y subtropical, siendo el tomate uno de los cultivos mas susceptibles y afectados con un potencial de pérdida entre el
25y el 100% (Seid et al., 2015).

A pesar del uso intensivo de nematicidas sintéticos, el control de estos fitoparasitos no es eficiente, y en algunos
casos este método reduce o elimina las poblaciones de antagonistas naturales asociados a la rizésfera (Pinzon et al.
2015), por ello, actualmente se apuesta por emplear otras alternativas como control bioldgico o compuestos
organicos. La propuesta aqui presentada involucra el uso de una cistatina recombinante como compuesto bioactivo
para el control de nematodos, del cual se ha reportado tiene efectos antiflngicos (Valdés-Rodriguez et al., 2010).

METODOLOGIA

Extraccion de DNA genémico de nematodos

El DNA se extrajo de una muestra de 16 masas de huevos contenida en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, la muestra se
congelé en nitrogeno liquido y fue macerada con un micro pistilo de propileno estéril hasta obtener un polvo muy
fino. Se agregaron 500 pL de buffer de extraccion (200 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA y 0.5 %
SDS) y se mezclé en vortex. Después, se adicionaron 500 pL de fenol-cloroformo 1:1 y se mezclé durante 5 min.
Posteriormente se centrifugd la mezcla a 12,000 rpm durante 10 min. La fase acuosa fue recuperada en un tubo
nuevo donde el DNA se precipitd con 500 uL isopropanol frio (1:1 v/v), mezclando suavemente e incubando en
hielo durante 30 min. Nuevamente se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min, seguido, se decant6 el sobrenadante y
se adicionaron 300 pL de etanol al 70% para lavar la pastilla, volviendo a centrifugar a 12,000 rpm 3 min. Se
desecho el sobrenadante y la pastilla se puso a secar, para finalmente resuspenderla en 30 pL de agua MQ estéril. Las
muestras obtenidas se analizaron en geles de agarosa al 0.8 %

PCR de DNA genomico de nematodos

Comprobada la integridad del DNA en el gel de agarosa, se procedié a la amplificacion de DNA para identificar al
nematodo con primers especificos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para la identificacion se
usaron los primers: INCK14F (5’-GGGATGTGTAAATGCTCCTG-3") y INCK14R (5’-
CCCGCTACACCCTCAACTTC-3’) reportados por Randing et al., (2002). En la reacciéon de PCR se utilizd la
enzima Platinum ® Taqg Polimerase High Fidelity, siguiendo el protocolo comercial, con la variante de que se
prepararon 3 reacciones diferentes con volimenes de 2, 3 y 5 uL del DNA extraido con anterioridad. Condiciones de
amplificacion del PCR: 5 min de desnaturalizacién a 94 °C, seguidas de 35 ciclos de 94 °C durante 15 s, 60 °C
durante 30 s, y 68 °C durante 20 s, una etapa de extensién final de 68 °C durante 7 min y un lapso de enfriamiento a
4 °C. Los productos de PCR se mandaron a secuenciacién para poder identificar la especie del nematodo aislado.

Evaluacion de productos de PCR

Los productos de PCR se visualizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 %. En total se cargaron 6
pozos con: 2 pL marcador de PM de 1 kb, 3 pL para control (-) (todos los reactivos de la reaccion con excepcion del
DNA), como control (+) se utilizaron 1.5 pL de un vector PMDC856 de 14 kb, y se cargaron 3 pL de los productos
de las tres reacciones de PCR (2, 3 y 5 pL de DNA). Se empleé el colorante GelRed para tefiir las muestras y se
corrio el gel a 80 V durante 1 h. Se midi6 la concentracion de DNA de las 3 reacciones de PCR con un NanoDrop.

Germinacion de semillas de tomate

Para los ensayos se emplearon semillas de tomate de la var. Rio Grande. Se realizé la desinfeccién superficial de 70
semillas de acuerdo con el protocolo descrito por Cruz-Hernandez et al. (2013). EI medio utilizado para cultivos
asépticos de plantas comprendié medio MS (Murashige y Skoog 1962) y 20 g L™ de sacarosa. El pH se ajusté con
NaOH 0.1 N a 5.8, después se agregd Agar, Plant TC (PhytoTechnology Laboratories®) 8 g L™ y la mezcla se
esterilizé en autoclave durante 20 min. El medio se vertié en 6 cajas Petri de 90 y 6 de 140 mm @, en donde se
sembraron semillas de tomate segun el protocolo de Olmo et al., (2017) con algunas modificaciones. Las placas
fueron incubadas en una cdmara de crecimiento a 25 °C con un fotoperiodo invertido (16-8 h oscuridad/luz),
manteniéndolas de manera vertical. Se monitore6 la germinacion de las semillas y se retiraron del cuarto de
crecimiento a los 4 dias después de la siembra (dds) para ser inoculadas.

Obtencion de juveniles en segundo estadio (J2s) de Meloidogyne

Se colectaron 20 masas de huevos de las raices de una planta de Tomate var. Rio Grande previamente inoculada con
Meloidogyne (un mes desde la inoculacion con el nematodo) de acuerdo con el protocolo de Sun et al. (2016) con
algunas modificaciones. Las masas de huevos obtenidas fueron colocadas en 200 pL de agua destilada estéril (pH 7)
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, en donde se les realiz6 un lavado con 800 pL de una solucion de hipoclorito de
sodio 0.5 % durante 3 min agitando en vdrtex, seguido de centrifugacion a 12,000 rpm durante 1 min. El



sobrenadante fue descartado y se afiadieron 800 L de agua destilada estéril para después centrifugar a 12,000 rpm
durante 45 s. Este lavado se repitio cinco veces para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio. Después de descartar
el ultimo enjuague, se agregaron 300 YL de agua destilada estéril y se agitd la suspension suavemente en vortex.
Para asegurar la eclosion de los juveniles en estadio 2 (J2) se incubaron los huevecillos a 28 °C en agua destilada
estéril a pH 7, durante 21 dias.



Conteo de huevecillos

Para el conteo de huevecillos se colocaron alicuotas de 50 L en portaobjetos y se realizé el conteo en zigzag con 5
réplicas. Con los datos obtenidos se calcul6 el promedio y la desviacion estandar. El conteo fue realizado en un
microscopio optico con el objetivo 10X.

Inoculacion con Meloidogyne

A los 4 dds se seleccionaron plantulas cuyas radiculas crecieron por encima del medio, de forma rectay de 10 a 11 cm
de longitud aproximadamente. Estas plantulas se trasplantaron en placas de 140 mm @& con medio MS. Después, se
llevaron al cuarto de crecimiento para adecuarse al medio durante 5 dias. Luego de 5 dias, se inocularon las raices con
nematodos estadio J2 siguiendo el protocolo de Iberkleid et al., (2013) con ciertas modificaciones. En campana de
flujo laminar, se inocularon 6 plantulas de tomate colocando alrededor de 100-200 J2s en la punta de cada raiz.
Después se agregaron 400-600 uL de una fina capa de medio MS templado. Para este ensayo se utilizaron: un control
(); el cual contenia el mismo volumen de agua destilada estéril sin indculo de J2 y se cubrié con medio MS, y un
control absoluto; que eran plantulas sin tratamiento alguno. Cuando el medio se solidificd, las placas se sellaron con
Vitafilm, y fueron cubiertas con papel aluminio para transferirlas a una camara de crecimiento a 25 °C con un
fotoperiodo invertido (16-8 h oscuridad/luz) durante tres dias manteniéndolas verticalmente. Se monitorearon las
placas bajo el estereoscopio cada 24 h después de la inoculacion para visualizar la penetracion de los neméatodos. Tres
dias después de la inoculacion (ddi) se retir6 la lamina de aluminio y se cubrieron las placas con una gasa.

Estandarizacion del protocolo de tincion con fucsina acida

Como prueba de efectividad de la tincidn, se extrajo de una maceta una raiz de tomate var. Rio Grande, que se inoculd
un mes atras con Meloidogyne. Se siguid el protocolo descrito por Ravichandra (2008) para tefiir las raices infectadas
con fucsina &cida, proceso en el cual se identificé que la tincién en frio era mas eficiente y menos destructiva en
comparacion con la tincién donde las raices eran sometidas a calor.

Medicion de parametros de infeccion por Meloidogyne (Tincion con fucsina acida)
Debido al corto tiempo para realizar la evaluacion del bioensayo, se decidio llevar a cabo la tincion con fucsina acida
de las raices de 14 ddi. Se realizé la tincion de las raices de 14 ddi con fucsina acida siguiendo las modificaciones
establecidas anteriormente. Las raices se visualizaron al microscopio con el objetivo de 10X y en el estereoscopio con
el objetivo de 32X, para identificar la penetracion de los neméatodos a traves de la raiz.

Obtencion de cistatina recombinante (lisado celular)

Para la obtencion de la cistatina recombinante se utiliz6 la cepa bacteriana M15Cys(pQE2) T3C11 obtenida por
Valdés-Rodriguez et al., (2010). Se obtuvieron dos cultivos liquidos de la cepa en medio SB y cuando la DO fue igual
a 0.5 se indujo un cultivo con IPTG 100 mM. Posteriormente, los cultivos (inducido y sin inducir) se sonicaron para
lograr la lisis celular. Alicuotas de 50 pL fueron extraidas del Lisado Celular Inducido (LCI) sin sonicar y a los 4, 8 y
13 pulsos para cuantificacion de proteina. Los LC se centrifugaron a 18,000 rpm durante 25 min en frio, se recupero6 el
sobrenadante y se tomd una alicuota de 50 pL para cuantificacion de proteina, el resto del volumen se almacené a -70
°C. Se analiz6 el LC en un gel de electroforesis SDS-PAGE en una cdmara MiniProtean 111 (BIO-RAD).

Cuantificacion de proteina por micrométodo de Bradford

Se realizé la cuantificacién de proteina colocando volimenes de los LC de la siguiente manera: para el Cultivo
Inducido No Sonicado, y los LCI de 8 y 13 pulsos 1 pL, y 1.2 pL para el LCI 4 pulsos y el LCNI 13 pulsos. Se realiz6
una dilucién 1:5 para todos los ensayos. Las muestras se colocaron en una microplaca de 96 pozos y se llevaron hasta
un volumen final de 10 pL con H,O desionizada. A cada ensayo se le afiadieron 200 uL del reactivo Bradford y se
incub6 por 10 min a temperatura ambiente, posteriormente se leyd en un espectrofotometro a una DOsgs Nm. La
concentracion de proteina se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 1.

pg/pL=[abs-0.008)/0.2089]/alicuota en pL (D)
Identificacion de la cistatina en gel de electroforesis

Se prepar6 un gel de electroforesis SDS-PAGE al 1% y se cargé como se muestra en la Tabla 1. El gel se corrié a 80
V durante 15 min y posteriormente se aumentd hasta 105 V.



Tabla. 1. Volumenes de muestra colocados en gel de agarosay su concentracion de proteina

Pozo Muestra Proteina (ug/ pL) | Volumen (uL) | Proteina total (ug)
1 Vacio - - -
2 LCNI 1.27 3.93 5
3 LCI sin sonicar 0.43 5 2.15
4 LCI 4 pulsos 1.56 3.2 5
5 LCI 8 pulsos 171 3.2 5.47
6 LCI 13 pulsos 1.86 3.2 5.95
7 Marcador de PM - 5 -

Después de la corrida el gel se coloco en 50 mL de solucion fijadora (Metanol 40 % y Acido acético 10%) durante 15
min en agitacion. Después se colocd en solucion tefiidora (Azul de Coomasie R-250 al 1%) y se dejo toda la noche en
agitacion. Finalmente se paso a la solucion destefiidora (Acido acético al 10%) y se visualiz6 en un fotodocumentador.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de productos de PCR

En el gel de electroforesis se identificaron tres fragmentos de 399 pb aprox. (carriles 4-6), correspondientes a los
productos de PCR de DNA de Meloidogyne (Figura 1). En el NanoDrop se registraron concentraciones de DNA de
387.3, 388.9 y 357.8 ng/ul para los productos de PCR de 2, 3y 5uL de DNA respectivamente. De la reaccion de PCR
se esperaba un producto de 399 pb para la identificacién de M. incognita de acuerdo con Randing et al., (2002), el
cual se atribuy6 a las bandas encontradas entre 25 y 30 kDa, se corrobord mediante secuenciacion de los productos de
PCR obtenidos.

Figura 1. Gel de electroforesis de los productos de PCR. Carril 1 corresponde al marcador de PM, los carriles 2
y 3 corresponden alos controles (-) y (+) respectivamente, y los carriles 4-6 a los productos de PCR.

Identificacion de M. incognita por biologia molecular

Se obtuvieron dos secuencias (directa 5°-3” y reversa 3’-5°) de 270 b de los productos de PCR mandados a secuenciar
(Secuencias no mostradas). A los resultados de la secuenciacion se les realizo un “contig” y se corrigieron de manera
manual los nucleétidos que no habian sido identificados en la secuenciacion (Secuencia no mostrada). A esta
secuencia se le realizé un Blast mediante la plataforma del NCBI. La secuencia que obtuvo un 99 % de identidad fue
Meloidogyne incognita genome assembly, contig: Meloidogyne_incognita_scaffold_9023, whole genome shotgun
sequence, con un porcentaje de cobertura de la secuencia a probar del 98%. Con lo cual concluimos que la especie de
nematodos utilizada para los ensayos es M. incognita.

Conteo de huevecillos
El promedio del conteo fue de 9 huevecillos por cada 50 pL analizados con una desviacién estandar del 13 %.

Figura 3. Huevecillos de Meloidogyne en estadio J1 encontrados en el conteo

Germinacion de semillas de tomate
Se obtuvo un promedio de germinacion del 60 % en las semillas de tomate var. Rio Grande sembradas en placas de 90
y 140 mm de @ con medio MS a los 4 dds con 1.5 a 2 cm de longitud de la radicula. Varios pueden ser los factores


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1189544097
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1189544097

gue inciden en el proceso de germinacion, los principales conllevan la falta de oxigeno y agua o un exceso de esta
Gltima, radiacion, presencia de sustancias inhibidoras o activadoras de la germinacion, la cubierta seminal y
madurez del embrion. Asi como también el tiempo de almacenamiento y el grosor de la cubierta seminal.
Desconocemos la causa exacta de la baja germinacion obtenida in vitro, pero pudo haber sido el resultado de una
combinacion de todas las anteriores, ademas de que, el tiempo de almacenamiento de las semillas una vez compradas,
fue de tres meses, pero no podemos determinar el periodo exacto en que estas estuvieron almacenadas antes de
obtenerlas.

Figura 2. Germinacion de semillas de tomate var. Rio Grande en placa Petri de 90 mm &

Estandarizacion de protocolo de tincién

En la tincion realizada a plantas sembradas en macetas, se siguio el protocolo de Ravichandra (2008), donde se llevé a
cabo un tefiido y destefiido sometiendo las raices en soluciones hirviendo, resultando en raices altamente debilitadas y
quebradizas. Por tal motivo se probd la tincién con el mismo colorante, pero realizando los pasos de tefiido y
destefiido sin calor. Esta tincion tomé dos dias; uno para la absorcion del colorante y otro para retirar el exceso con
glicerol acidificado. La capa méas externa del cuerpo de los nematodos es la cuticula (una estructura compuesta por
colageno).El colageno tiene afinidad por grupos aniénicos como son los colorantes de gran tamafio molecular; como
la fucsina acida, que tiende a unirse a través de atraccion electrostatica o por fuerzas de Van der Waals. El colageno
tipo | o colageno «maduro»; una de las proteinas mas abundantes en la matriz extracelular, se tifie de color rojo por la
fucsina acida y da como resultado una coloracion de acuerdo con la densidad del colageno presente (Salgado, 2012).

Figura 4. Tincion de raices de tomate var. Rio Grande con fucsina acida en frio. A la izquierda se observa un
abultamiento color rosa que indica presencia de nemétodo. A la derecha se encuentra una hembra de
Meloidogyne junto a la agalla de donde se extrajo

Monitoreo y medicion de parametros de infeccion para Meloidogyne

La formacion de agallas por parte de Meloidogyne se inicia con la penetracion de los J2 en el interior de las raices, una
vez ahi, la alimentacion del J2 induce a las células de la raiz a diferenciarse en células nodrizas, Ilamadas células
gigantes. Cuando se inicia una célula gigante, el nematodo se vuelve sedentario y se agranda hasta diferenciarse
sexualmente. Las hembras contindian alimentandose a través de las células gigantes produciendo deformacion de las
mismas y provocando la aparicion de agallas. Iberkleid et al., (2013) reportan un incremento en el tamafo de células
de raiz de tomate infectadas por Meloidogyne a los 15 dias después de infeccidn (aparicién de células gigantes). En
nuestro ensayo, 24 h después de inoculacién se observaron tres nematodos proximos a la radicula, el monitoreo
continué hasta los 14 d, donde mediante la fucsina, se identificd un abultamiento en una de las raices (formacién de
células gigantes), con una zona cuya pigmentacion resaltaba del resto. Se observé a 10X con un microscopio.
Suponiendo que a partir de este tiempo comenzamos a ver hipertrofia en algunas células de la raiz, suponemos que la
formacion de agallas seria visible a partir de este periodo. Por otro lado, en plantas sembradas en suelo se observé un
gran nimero de agallas dos meses después de la inoculacion. Estos resultados sugieren que necesitamos de un mes o
maés para observar efectos de la infeccion por Meloidogyne. En la Figura 5 se observa la diferencia de las células
gigantes con el resto de la raiz por su coloracidn, indicando probabilidad de encontrar nematodos en esa zona.



Figura 5. Tincidn de células gigantes en raices de tomate indicando la posible presencia de neméatodos

Cuantificacion de proteina

La ruptura de estructuras celulares (lisis) mediante ultrasonidos se utiliza para la extraccion de compuestos
intracelulares o para la inactivacién microbiana (Kim, 1989). Bajo una sonicacion intensa, las enzimas o proteinas
pueden ser liberadas de células u organulos subcelulares como resultado de la ruptura celular. En este caso el LCI que
recibié 13 pulsos en la sonicacion fue el LC que mayor concentracion de proteina obtuvo (1.86 pg/pL), dado que fue
el proceso con mayor intensidad implementado, por esta razon se eligié para utilizar en los ensayos posteriores.
Ademas, mediante este resultado queda corroborado que las condiciones de sonicacion para los cultivos celulares son
aplicables en cultivos grandes (500 mL) asi como en microcultivos (como en este caso).

Identificacion de la cistatina en gel de electroforesis

Las bandas obtenidas con un peso aprox. de 28 kDa fueron anteriormente identificadas por Valdés-Rodriguez et al.,
(2010). Esta banda corresponde a la cistatina presente en los LC. El resto de las bandas corresponden a proteinas o
componentes celulares que se encontraban en el lisado. En la (Figura 6) se puede observar un aumento en el grosor de
las bandas de acuerdo al aumento en el nimero de pulsos y por consiguiente a la cantidad de proteina cuantificada.

Figura 6. Identificacion de cistatina en banda de 28 kDa (banda gresa presente en los carriles 3-6) en gel de
electroforesis

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones iniciales de la estandarizacion de un protocolo de infeccion de raices de tomate por
Meloidogyne, donde se determind el género del nematodo de estudio, el método de desinfeccion de semillas, el
medio de crecimiento, tiempo de germinacion, seleccion de radiculas y proceso de infeccién por los neméatodos en
estadio infectivo, asi como también la concentracién de cistatina obtenida a partir de micro cultivos.
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ESTUDIO Y ANALISIS DE CONTAMINANTES EN SUELOS Y AGUAS DE DIFERENTES SITIOS DE LA
ZONA MEDIA

Felipe Alvarado Diaz' y Juan Fernando Cardenas Gonzalez?
RESUMEN

El Refugio, Ciudad Fernandez es un poblado que se caracteriza por tener un amplio resultado en la produccién de
cultivos (hortalizas, citricos principalmente), por consecuencia, al tener una amplia obtencidn de este tipo de cultivos
se tiene una utilizacién excesiva de fertilizantes, fungicidas asimismo productos relacionados para una mejor
produccion. Esto implica una contaminacion directa tanto de suelo como de agua. Es aqui donde entra nuestra
principal investigacion ya que analizaremos los elementos que intervienen en el suelo y el agua, ademas de los
microorganismos que se reproducen en estos medios, buscar una posible solucion de biorremedacién para después de
analizar los elementos encontrados principalmente y que tienen una accion negativa para los habitantes de esta ciudad.

ABSTRACT

EL Refugio,Ciudad Fernandez is a town that is characterized by a wide resulted in the production of vegetables, citrus
crops (mainly), therefore having a wide application of this type of crops has an excessive use of fertilizers, fungicides
also related products for better production. This implies a direct contamination of both soil and wéter. This is where
our main research because we will analyze the elements that are involved in the soil and water, in addition to the
microorganisms that are reproduced in these media, search for a possible solution of bioremediation for after
analyzing the elements that have a negative action for the inhabitants of this city.

Palabras Clave: cultivos, contaminacion, biorremediacion metales pesados.

INTRODUCCION

El excesivo uso de agroquimicos en la agricultura no es solo un problema que afecta a la economia desde el punto de
vista de adquisicién de los mismos, sino también es un problema que puede estar relacionado con desequilibrios en el
suelo que perjudiquen su fertilidad, ademas de contaminar el medio ambiente, donde las aguas utilizadas para el
consumo humano, animal y vegetal pueden estar afectadas de manera negativa.

Cafiizares-Villanueva (2000) denominan contaminacién a toda causa que contribuya a que un determinado medio o
recurso sea inapropiado para su uso, considerandose que las aguas estdn contaminadas cuando se altera su
composicién, resultando no apta para cualquiera o todas las funciones y propdsitos para las que seria apropiada en
estado natural.

Por otro lado, un uso poco controlado de dichos agroquimicos puede generar microorganismos e insectos resistentes a
los plaguicidas, herbicidas y pesticidas, muchos de los cuales pueden llegar a causar dafios serios en la salud de los
seres humanos (Franco et al. 2015). Muchos de los agroquimicos pueden llegar a filtrarse a distintos cuerpos de agua
afectando el suelo y provocando a largo plazo la erosion de este. Estos también pueden movilizarse a través de aire y
mediante los ciclos de lluvia terminar en suelo de cultivo filtrdndose finalmente a los mantos acuiferos y sedimentos
(Franco et al. 2015).

METODOS Y MATERIALES

Las muestras de suelo de cultivo extraidas de algunas tierras que se encuentran atras del Centro de Investigacion y
Vinculaciéon “El Balandran”, que se encuentra en el poblado de El Refugio, dichas tierras de cultivo estan en contacto
con una gran cantidad de agroquimicos, por lo que se procedié a tomar muestras a 3 distintas profundidades (5,10 y 20
cm). Se extrajeron 300 gramos aproximadamente de cada profundidad, de estas muestras fueron tomados 40 gr para




realizar un andlisis microbioldgico. Sembrando 100 pL en medio Agar Papa Dextrosa (PDA), dejandolos para su
proliferacion en la incubadora a una temperatura ambiental controlada de 28° C, después de 7 dias de incubacién, se
analizaron los microorganismo que crecieron como las bacterias y hongos, enseguida se procedi a realizar el primo
aislamiento de cada una de las cepas que crecieron en el medio PDA, de dejo incubar durante 7 dias en la incubadora.
Cada una de las cepas que crecieron fue analizada mediante la técnica de la cinta adhesiva y el colorante azul algodon
lactofenol para después observar las estructuras en el microscopio éptico a una resolucién de 40x.

Después de haber realizado el analisis microbioldgico, se realizo el analisis de elementos toxicos, se puso a secar y
tamizar la muestra a un tamafio de 100 mallas para llevar a caracterizar en el instituto potosino de investigacion
cientifica y tecnologia (IPICYT) para ser mas especifico, con el proposito de utilizar el equipo de ICP-OES (espectro
de emisién oOptica de plasma acoplado inductivamente) para detectar alrededor de 64 elementos que puedan estar
presentes en las muestras de tierra.

RESULTADOS

En este trabajo se aislaron una gran cantidad de bacterias y hongos que evidentemente presentaban resistencia a
distintos agroquimicos, fueron de interés algunos hongo filamentos y contaminantes ambientales como Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Rhizopus sp., Mucor sp y Cladosporium sp (Figura 1), lo que coincide con algunos reportes
de la literatura (Diaz y cols., 2002; Cafiizares-Villanueva, 2000). Los hongos aislados presentan diferentes patrones de
resistencia a los distintos agroquimicos. Estos hongos se pueden utilizar para la captacion de metales pesados, ya que
estos son un subproducto de la degradacién de los agroquimicos, puede ser usado el microorganismo vivo en solucién
0 la biomasa muerta de estos (Acosta et al. 2004).

S A

AspergiIIIJs flavus

Rhizopus sp. Mucor sp.

Cladosporium sp.

Figura 1.- Diferentes microorganismos aislados en tierras de cultivo tratados con agroquimicos. Microscopia
Optica de 40x, técnica de cinta adhesiva con colorante azul algodén lactofenol. 6n lactofenol.



Se realizé el analisis de suelo mediante la técnica de ICP-OES que tiene la capacidad de detectar hasta 64 elementos
distintos, se encontraron algunos elementos minerales en grandes cantidades: Aluminio, Calcio, Cobre, Hierro,
Magnesio y Manganeso (Figura 2), lo que puede ocasionar un determinado grado de toxicidad en los seres vivos de
esa regién. Por otro lado, se encontr6 la presencia de algunos metales tdxicos como Arsénico, Plomo y Vanadio en
pequefias concentraciones (Figura 3), mas sin embargo estos se encuentran por debajo de los limites maximos
permisibles impuestos por las normas mexicanas (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-20004), por lo que no deberian
presentar problema alguno para la salud de los trabajadores, o consumidores de los productos que ahi se cosechan,
aunque falta realizar estudios en la materia prima después de la fumigacién con dichos agroquimicos.

1D DE LA MUESTRA
ANALITO UNIDADES Murestral Muestra 3

Ag me/Kg 0.00 0.00
ID DE LA MUESTRA
Al mg/Kg 3605.38 3429.41
K 537 4.94 ANALITO UNIDADES Murestra 1l Muestra 3
he me/ke : ) Na mg/Kg 141.49 149.32
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Figura 2.- Determinacion de elementos en suelo de cultivo mediante la técnica de Espectrometria de Emision
Optica por Plasma Acoplado Inductivamente.
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Figura 3.- Determinacion de elementos en agua de cultivo mediante la técnica de Espectrometria de Emision
Optica por Plasma Acoplado Inductivamente.




CONCLUSIONES

La utilizacion de productos quimicos en la actividad agricola del poblado de El Refugio, es la principal causa de
contaminacion en el suelo, elementos como Bario, Aluminio y Silicio presentan una concentracién considerada,
ademas de interactuar con los microorganismos, brindandole a estos un cierto tipo de resistencia, que por razones de
tiempo desconocemos aun. Este estudio nos da una idea de la microflora que existe en las tierras de cultivo que son
tratadas con agroquimicos, dichos microorganismos pueden ser potencialmente usados para la remediacion del mismo
lugar.
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EVALUACION DE LA CALIDAD DE SEMILLA DE MAIZ EN SURCOS CONVENCIONALES Y
ESTRECHOS

Manuel Maclovio Rodriguez Chavez®y Oralia Antuna Grijalva®
RESUMEN

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio Il del departamento de fitomejoramiento perteneciente a la
Universidad Autéonoma Agraria “Antonio Narro” Unidad Laguna durante el verano del afio 2018. Se evaluaron cinco
hibridos comerciales con diferentes distancias entre surco y surco (0.75 m, 0.60 m y 0.40 m), para asi poder
determinar la relacién de surcos convencionales y estrechos y el efecto en la calidad de la semilla. El disefio
experimental fue un disefio factorial de 5x3 con arreglo en franjas divididas, para el factor A se colocaron los cinco
hibridos de maiz y el factor B fueron los tres distanciamientos entre surcos. Se midieron las variables de germinacion
estandar (GE), longitud de plimula (LP) y peso de mil semillas (PMS). La calidad fisioldgica de la semilla no se vio
afectada por el distanciamiento entre surcos.

ABSTRACT

Research "Antonio Narro" was conducted in the laboratory Il of the Department of plant breeding belonging to the
Autonomous Agrarian University Unit Laguna during the summer of the year 2018. Five commercial hybrids with
different distances between Groove and Groove were evaluated (0. 75 m, 0.60 m and 0.40 m), the experimental design
was a design factor of 5 x 3 with arrangement of split strips for A factor were placed five maize hybrids and the B
factor were the three distances between rows. The variables of standard germination (GE), length of plumule (LP) and
weight were measured of thousand seeds (PMS). Seed physiological quality was not affected by the distance between
furrows.

Palabras Clave: maiz, semilla, hibridos comerciales, germinacién, vigor.

INTRODUCCION

La calidad de la semilla de maiz es importante para los agricultores y la industria semillera. Para el agricultor, porque
de ello depende el nimero de plantas existentes en un area determinada de cultivo, es decir, prefiere aquellas que
muestran alto vigor (Delouche y Cadwell, 1962). Para la industria es trascendente la calidad de la semilla por la gran
variacion en tipo de grano que exhiben las variedades e hibridos de maiz.

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del distanciamiento entre surcos y su efecto en
la calidad fisiologica de la semilla de maiz.

METODOLOGIA

Ubicacion geogréfica de la zona de estudio. El estudio se llevé a cabo en el laboratorio Il del departamento de
fitomejoramiento de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna la cual se encuentra localizada
localizada en la porcién suroeste del estado de Coahuila y al Noroeste del estado de Durango, entre los paralelos
26°51°00” y 24°22°48” de latitud norte y los meridianos 101°51°36” y 104°48°36” al oeste de Greenwich. Abarca
cinco municipios en el estado de Coahuila y diez en el estado de Durango. El clima es muy seco con deficiencias de
lluvia en todas las estaciones del afio y presenta temperaturas semicalidas con inviernos benignos (Santamaria et al.,
2004).

Material genético: Se utilizaron cinco hibridos comerciales provenientes de la empresa MONSANTO los cuales se
describen a continuacion.

% Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. Departamento de Fitomejoramiento. C Acerina
467, pedregal del valle, C.P 27083, Torreén Coahuila de Zaragoza. Maclovio_rodriguez97 @hotmail.com.

2! Departamento de Fitomejoramiento. Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro — Unidad Laguna. Periférico
Raul Lopez Sanchez S/N. Torreon, Coahuila, México. C. P. 27054. oantuna_77@hotmail.com
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Cudro 1.Caracteristicas agrondmicas de cinco hibridos comerciales de maiz.

ALTURAS
HIBRIDO CICLO VEGATIVO (cm) DIASA
PLANTA MAZORCA FLORACION

Alicante Intermedio precoz 260-295 140-150 70-75
Canguro Intermedio 250-280 120-130 71-74
Cimarrén Intermedio 245-290 140-160 75
Garafién Intermedio 230-280 140-150 75-77
Guepardo Intermedio precoz 250-320 150-180 67

Siembra del lote experimental. La siembra se realiz6 el 22 de abril del 2018, en seco, se llevé a cabo en forma
manual, depositando dos semillas por punto de siembra.

Disefio y parcela experimental. El disefio experimental fue un disefio factorial de 5 x 3 con arreglo en franjas
divididas para el factor A se colocaron los cinco hibridos de maiz descritos en el Cuadro 1y el factor B fueron los tres
distanciamientos entre surcos, la parcela experimental consistié en 2 surcos de 5 m de longitud a una distancia de 0.75
m, 0.60 m y 0.40 m entre surco y surco, para asi obtener una densidad de 100, 000 plantas por ha con un
distanciamiento entre planta y planta de 13.2, 16,6 y 25 cm respectivamente para cada distanciamiento entre surco.

Cosecha. La cosecha se realizd de forma manual, cuando la mazorca se encontraba en un rango de 15 a 30 % de
humedad. Se cosecharon de cada parcela Util dos metros lineales de plantas con competencia completa. Se desgrano la
mazorca y se tomo una muestra de 500 g y se llevo a laboratorio, para realizar las pruebas de calidad fisiologica de la
semilla.

Variables de calidad fisioldgica de semillas:

Germinacion estandar (GE). Se realiz6 esta prueba con el método “entre papel” propuesto por la International Seed
Testing Association (ISTA, 2004), la cual consistié en colocar las semillas sobre toallas de papel, enrollarlas,
hidratarlas y mantenerlas en una cdmara de germinacion a 25 °C+1°C durante 7 dias. Se hizo un primer conteo al
cuarto dia. Se cuantificaron el nimero de semillas germinadas. Por ultimo al séptimo dia se registraron las semillas
germinadas que desarrollaron plantulas normales. El porcentaje de germinacion se expresé en porcentaje y se obtuvo
con la siguiente formula:

PN
GE:ﬁ *100
ddnde: PN: plantulas normales y NS: nimero de semillas utilizadas en el ensayo.

Longitud de plimula. Consistié en medir en centimetros la longitud de la plimula de 25 plantulas por parcela. Se
calcul6 el vigor y se clasifico dentro del rango de la escala propuesta por Peretti (1994).

B 1n+3n+5n+7n+9n+11n+13n

ns

donde: LP: longitud de plumula, n: nimero de plantulas normales y ns: nimero de semillas utilizadas.

Peso de mil semillas. Se seleccionaron ocho repeticiones de 100 semillas del total cosechada de cada hibrido, se
promediaron los pesos y se registré su peso en gramos.

RESULTADOS Y DISCUSION



En el anélisis de varianza (Cuadro 1) se observd diferencia significativa (P>0.05) en las fuente de variacion de
Hibridos, distancia, bloques y Bloque*Distancia, para peso de mil semillas (PMS), el resto de las variables no
presento diferencia estadistica.

La variable longitud de plimula (LP) presenta diferencias estadisticas en la interaccién Bloque*Hibrido. El
distanciamiento no afecto a los tratamientos ya que presentan un comportamiento similar en todas las variables.

Los coeficientes de variacion oscilaron de 1.472 a 5.939 %, las variables presentan valores confiables de acuerdo con
De la Cruz et al., (2005) quienes afirman que los coeficientes de variacion se consideran confiables, cuando es menor
al 15 %.

Cuadro 1. Cuadrados medidos para calidad de semilla de cinco hibridos comerciales de maiz.

FV gl GE LP PMS
Hibrido 4 4.533ns 1.268ns 23.083**
Distancia 2 4.800ns 0.153ns 36.131**
Bloque 1 4.800ns 1.434* 20.418*
Blogque*Distancia 2 4.800ns 0.066ns 11.963*
Blogue*Hibrido 4 8.800ns 1.223* 1.096ns
Hibrido*Distancia 8 8.133ns 1.036ns 3.437ns
Error 8 6.800 0.304 2.578
CV% 2.607 5.939 4.902

*, ** |os valores significativos al 0.05 y 0.01% de probabilidad, ns= no existe significancia, CV%=Coeficiente de Variacién, GE=
Germinacion, LP= Longitud de Plimulay PMS= Peso de Mil Semillas

Promedio de Germinacion estandar (GE).

El comportamiento promedio de la variable Germinacion (GE) se presenta en la Figura 1, se observa que los hibridos
maés sobresalientes fueron Cimarrdn, Alicante y Canguro con un porcentaje de :100%, 99.3% y 98.0 %, los materiales
se expresaron mejor en el distanciamiento de 0.75 m con una media de 99.2%, para los deméas distanciamientos de
0.60 my 0.40 m, presentan promedio de 99.2% (a) y 98.0 % (a) respectivamente.
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Figura 1. Comportamiento promedio de germinacion estandar (GE) de cinco hibridos comerciales de maiz

Promedio de Longitud de plimula (LP)

El comportamiento de las medias (Figura 10) de la variable Longitud de Plimula (LP), En el ensayo de longitud de
plimula los hibridos con el mejor vigor Garafidn, Alicante y Guepardo, con 9.68 cm, 9.62 cm y 9.36 cm. Los
hibridos se expresaron igual en cada distanciamiento, para 0.75 m con una media de 9.28 cm, para el de 0.60 m y
0.40m con medias de 9.15 cm y 9.40 cm respectivamente. La emergencia de las plantulas no se vio afectada por los



distanciamientos de surcos, ya que los resultados obtenidos en el ensayo nos indican que los materiales cuentan con
plantulas de alto vigor (Peretti, 1994).
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Figura 2. Comportamiento promedio de Longitud de plimula de cinco hibridos comerciales de maiz

Promedio de peso de mil semillas (PMS)

El peso de mil semillas (Figura 3) se vio afectado por el distanciamiento ya que no se registra como semilla de buena
calidad dentro del rango reportado por Peretti (1994) quien indica que semillas de maiz de calidad poseen un peso
absoluto de 250 a 400 g.

Guepardo, Canguro y Cimarrén presentaron los promedios de 35.71 g, 33.02 g y 32.98 g, respectivamente. Los
hibridos se expresaron mejor en el distanciamiento de 0.40 m con peso de mil semillas de 34.94 g, para los demés
distanciamientos de 0.75 my 0.60 m, con lecturas de de 31.80 g y 31.51 g.
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Figura 3. Comportamiento promedio de peso de mil semillas de cinco hibridos
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CONCLUSIONES

El sistema de produccién de surcos estrechos no afecto la calidad fisioldgica de la semilla. Sin embargo la
calidad fisica disminuyé en el peso de mil semillas ya que los datos registrados en esta variable no se

encuentran dentro de los estandares de calidad.
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AISLAMIENTO ENZIMATICO DE PROTOPLASTOS A PARTIR DE RAIZ DE JITOMATE SOLANUM
LYCOPERSICUM.

Oliva Negrete Marcela Lizbeth?; Ramirez Martinez Francisco
RESUMEN

El objetivo principal del proyecto fue la obtencion de protoplastos a partir de tejido radicular de jitomate (Solanum
lycopersicm), llevado a cabo por medio de una disociacion enzimatica y una previa plasmolisis para lograr la
remocion total de la pared celular de las células vegetales. Se utilizaron raices de 4 meses de edad en sustrato
comercial y semillas germinadas de un mes de edad en hidroponia. Se adaptaron metodologias para la eficiente
obtencion de protoplastos a uno, dos y tres dias de disociacion. Se observé una diferencia entre los protoplastos y
células vegetales obtenidas en raices y semillas germinadas. Se adaptdé una metodologia por medio de una serie de
experimentos para la obtencion de protoplastos, y su adecuada formacién para un método electrofisiol6gico por Patch
Clamp.

ABSTRACT

The main objective of the project was to obtain protoplasts from tomato root tissue (Solanum lycopersicm), carried
out by means of an enzymatic dissociation and a previous plasmolysis to achieve the total cell wall removal of plant
cells. Roots of 4 months of age were used in commercial substrate and germinated seeds of one month of age in
hydroponics. Methodologies were adapted for the efficient obtaining of protoplasts at one, two and three days of
dissociation. A difference was observed between protoplasts and plant cells obtained in roots and germinated seeds. A
methodology was adapted for the medium of a series of experiments to obtain protoplasts, and its adequate formation
for an electrophysiological method of Patch Clamp.

Palabras clave: disociacidn enzimatica, raiz, protoplastos.

INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum) es la segunda hortaliza mas cultivada en el mundo después de la papa. En la
actualidad, el cultivo del tomate es destinado a dos mercados diferentes: el que se vende al consumidor final y el que
se destina a un proceso industrial, para, ya elaborado, llegar a los consumidores. (Lesur, 2006)

Es originario de la América del Sur, sin embargo, su domesticacién fue llevada a cabo en México. Holanda ocupa el
primer sitio, con 22% del volumen de exportaciones mundiales de jitomate; México tiene el segundo lugar con 18%
de las mismas; en tercer lugar, Espafia con 17% del total mundial. (SAGARPA, 2010)

Durante 2008, se produjo en todo México 2.26 millones de toneladas de jitomate, siendo el principal e productor el
estado de Sinaloa, cuya produccion representd el 35% del total nacional, San Luis Potosi (la produccién esta
concentrada principalmente en diez municipios que por orden de importancia son los siguientes: Villa de Guadalupe
(32%), Vanegas (18%), Ciudad Fernandez (7%), Cedral (11%), Matehuala (10%), Venado (4%), Moctezuma (2%),
Ebano (1%), San Luis Potosi (1%) y Villa de Arista (1%).) y Jalisco con 8%, 6% y 5%, respectivamente. (SAGARPA,
2010)

Las plantas normalmente absorben los nutrientes minerales del suelo a través de las raices. La absorcion raramente se
realiza en forma de sales, sino en forma de iones, el cual se divide en transporte pasivo y transporte activo. En el
transporte a corta distancia, los iones del suelo o de una solucién externa, son absorbidos por la raiz en el espacio de
libre difusion, en donde los iones pueden continuar por la via del apoplasto hasta la endodermis, en donde la banda de
Caspary interrumpe la libre circulacion, debiendo continuar por la via del simplasto, previa carga activa de las células.
O pueden ser absorbidos directamente en la epidermis (pelos radiculares) y transportados de célula en célula, por los
plasmodesmos, en la via del simplasto. (Salisbury & Ross, 1994)

La pared celular es la caracteristica mas importante que diferencia la célula vegetal de la animal.
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Le confiere la forma a la célula y le da la textura a cada tejido, siendo el componente que le otorga proteccion y
sostén a la planta. Sus principales componentes estructurales son celulosa, hemicelulosa y pectina. Para remover a
pared celular de las células vegetales y obtener los protoplastos se utilizan enzimas hidroliticas como la celulasa y
pectinasa, ademas se mantiene un medio ligeramente hiperosmético para que la membrana se contraiga y se separe de
la pared celular, a este procesos se le conoce como plasmolisis.

Una vez obtenidos los protoplastos, se pueden realizar diversos estudios, uno de ellos es el estudio del flujo de iones
por canales o bombas idnicas por medio de una técnica electrofisiologica llamada Patch Clamp.-(Vogelzang & Prins,
1994)

METODOLOGIA
Obtencion de las raices.

Para el muestreo de las raices de jitomate, se seleccionaron 5 raices germinadas de semillas comerciales certificadas
de tomate (Hyb) de la marca Caloro, variedad Paisano, con pureza del 99% y con 90% de germinacion, pretratadas
con Thiram de 4 meses de edad crecieron en un sustrato comercial (Picmos) que se limpiaron retirandoles todo el
sustrato (Picmos) comercial, posteriormente, fueron pretratadas con una solucion biosida (antibiéticos y fungicidas) y
una solucion de hipoclorito de sodio al 10%. De igual forma, se utilizaron raices de semillas comerciales sin marca
gue se germinaron en medio hidroponico preparado con macro y micronutrientes Una vez concluido el pretratamiento
se prosiguio con la resiembra, en donde se utilizé el medio de Murashige y Skoog (MS), bajo una campana de flujo
laminar para garantizar la asepsia de las raices.

Disociacion enzimatica.

Para la obtencién de protoplastos, se utilizé una solucidn enzimética de celulosa y pectinasa, y una solucién osmoética
preparada con manitol y MgCl,. y previamente esterilizada en una autoclave a 120°C y 0.15 Psi; al igual que todo el
material necesario: matraces Erlenmeyer, medios MS, frascos de vidrio, cajas Petri y sol. Osmética y medio de
conservacion MS.

Una semana después de la resiembra, sobre una caja de Petri, se colocan las raices de donde se extraeran los
protoplastos, con ayuda de un bisturi se corta una de las raices mas gruesas y cercanas a la raiz principal para después
seccionarlas en cuatro partes iguales. Después se toman pequefias laminas de tejido de la raiz pivotante. Se corté con
ayuda de un bisturi la raiz mas gruesa (que no sean las raices laterales o adventicias) y se parte en 4 partes iguales,
después se toman pequefios filamentos de la raiz pivotante, todo esto sobre una caja Petri.

Se prepara la solucién enzimética con 0.0396¢g de celulasa, 6 ml de solucion osmdtica y 53.4 ul de pectinasa. Las
secciones de raices se introducen dentro de un frasco de vidrio junto con la solucién enzimética y se introducen dentro
de un bafio Maria a 40 °C por 1 h para comenzar la disociacién, después de este tiempo, a la temperatura del bafio se
baja a 30 °C. Se deja la disociacion por 24 y 48 horas.

Posteriormente se colocaron los fragmentos de raiz dentro del frasco mencionado anteriormente mencionado, este se
metid a bafio Maria a 40°C por 1h para comenzar la disociacion.

Pasada 1h se bajo la temperatura a 30°C y se dejaron los frascos 24h.

Conteo de protoplastos.

Después de 24h de disociacion, se tomé una alicuota y se coloco sobre Ja una camara de Neubauer. Realizar el conteo
en 9 campos con el objetivo de 40x en el microscopio. Repetir el conteo a las 48h y 72h.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se realizé el experimento n-(4) nimero de veces, en donde en cada uno se realiz6 el conteo de
protoplastos por dia, asi como hubo en cada uno de ellos un decremento de la temperatura pasada 1 hora en bafio
Maria. A continuacion se muestran los promedios de nimero total de células vegetales y protoplastos en raices y
germinadas en cada uno de los dias y repeticiones realizadas.

12 Repeticion
Tabla 2. Promedio total de células vegetales

Tabla 1. Promedio total de células vegetales y protoplastos en germinadas de la primera

y protoplastos en raices de la primera

ha repeticion.
repeticion.
Dias Células vegetales |Protoplastos Dias Células vegetales |Protoplastos
1 168 128.25 1 570.5 63.5
2 780.5 379.75 2 1261 257.5
3 212.75 58.75 3 364 181.5
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Tabla 3. Promedio total de células vegetales Figura 4. Grafica del promedio total de
y protoplastos en raices de la segunda células vegetales y protoplastos en
repeticion. germinadas de la segunda repeticion.
Dias Células vegetales |Protoplastos Dias Células vegetales |Protoplastos
1 404.25 42.5 1 795 71
2 1037.25 291.75 2 1214 260
3 549 128 3 766 93.5
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Tabla 5. Promedio total de células vegetales Tabla 6. Promedio total de células vegetales y
y protoplastos en raices de la tercera protoplastos en raices de la tercera repeticion.
repeticion.
Dias Células vegetales |Protoplastos Dias Células vegetales |Protoplastos
1 86.75 24.75 1 52.5 14.5
306.75 85.5 2 83 104.5
3 192.5 45 3 15.5 43.5
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. | Tabla 8. promedio total de células vegetales y
Tabla 7. Promedio total de células vegetales y protoplastos en raices de la cuarta repeticion.
protoplastos en raices de la cuarta repeticién.
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Como puede observarse en las 4 repeticiones realizadas, al
segundo dia se not6 un aumento considerable en protoplastos y células vegetales, sin embargo al tercer dia se logré
observar una disminucion notoria en consideracion con el dia anterior. Esto debido a la actividad de la enzima.

CONCLUSIONES

e Selogro la obtencion de protoplastos a partir de raiz de jitomate.

e  Se adapt6 una metodologia para mayor obtencion de protoplatos.

e Ladisminucién de temperatura de 40° a 30°C ayudo a una mejor disociacion de la célula.

e El pretratamiento con la solucidn biosida nos favoreci6 a que no se contaminara la raiz, ni el medio en el
gue se encontraba.




e Se identifico una produccion mayor de protoplastos en el segundo dia.
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CUANTIFICACION DE ENZIMAS DETOXIFICATIVAS ASOCIADAS A LA RESISTENCIA DE
INSECTICIDAS EN PULGON AMARILLO DEL SORGO Melanaphis sacchari (Zehntner) EN LA ZONA
SURESTE DEL ESTADO DE GUANAJUATO

Marcelo Andrés Posada Martinez**, Enrique Garcia Burgos?, Luis Patricio Guevara Acevedo®y Ernesto Cerna
Chéavez®

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue cuantificar las enzimas detoxificativas, o y p-esterasas (a-est y pB-est), glutation S-
transferasas (GST), acetilcolinestera (ACE) y oxidaxas (Oxi) asociadas a la resistencia de insecticidas en pulgon
amarillo Melanaphis sacchari (Zehntner) en la zona suereste del estado de Guanajuato, para ello se realizaron colectas
del insecto en 5 localidades de los municipios de Abasolo, Cueramaro, Huanimaro, Pénjamo y Valle de Santiago. El
material biolégico se trasladé al laboratorio de Toxicologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro. Donde se realizd la identificacion de Melanaphis saccahari. ElI material biol6gico
se etiqueto y se mantuvo a una temperatura de -2°C. Hasta obtener la cuantificacion de enzimas detoxificativas. Para
la cuantificacién de proteinas para determinar la cantidad de insectos a emplear,se utilizd la metodologia descrita por
Brogdon (1984), Una vez calculada la cantidad de insectos a emplear, se determinaron los niveles de a-esterasas
(aEST), B-esterasas (BEST), oxidasas (Ox), Acetilcolinesterasas (ACE) y Glutation S-transferasas (GST) utilizando
las metodologias descritas por Brogdon, (1988), Brogdon y Barber (1990) y Brogdon et al. (1997). Los resultados
muestran que las poblaciones de Huanimaro observaro los mayores valores para o y B-esterasas con una escala de
clasificacion numero 4 “Alta”, mientras que para ACE y Oxi el municipio de Abasolo la resistencia se considerd
“Moderada” y para GST Pénjamo observo una resistencia Moderada.

Palabras Clave: Pulgén amarillo, resistencia metabdlica, enzimas detoxificativas, sorgo, Guanajuato
ABSTRACT

The objective of the work was to quantify the detoxificating enzymes, a and B-esterases (a-est and p-est), glutathione
S-transferases (GST), acetylcholinestera (ACE) and oxidaxes (Oxi) associated with the resistance of insecticides in
aphids yellow Melanaphis sacchari (Zehntner) in the southeastern part of the state of Guanajuato, for which insect
collections were carried out in 5 localities in the municipalities of Abasolo, Cueramaro, Huanimaro, Pénjamo and
Valle de Santiago. The biological material was transferred to the Toxicology laboratory of the Department of
Parasitology of the Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. Where was the identification of M. saccahari. The
biological material was labeled and kept at a temperature of -2 ° C. Until obtaining the quantification of detoxifying
enzymes. For the quantification of proteins to determine the amount of insects to be used, he used the methodology
described by Brogdon (1984). Once the amount of insects to be used was calculated, the levels of a-est, p-est, Ox,
ACE and GST using the methodologies described by Brogdon, (1988), Brogdon and Barber (1990) and Brogdon et al.
(1997). The results show that the populations of Huanimaro observed the highest values for a and B-esterases with a
classification scale number 4 "High", while for ACE and Oxi the municipality of Abasolo the resistance was
considered "Moderate" and for GST Pénjamo | observe a moderate resistance.

Key words: Yellow aphid, metabolic resistance, detoxification enzymes, sorghum, Guanajuato.
INTRODUCCION

México ocupa el cuarto lugar como mayor pais productor de sorgo con 8, 394,056.77 ton (FAOSTAT, 2014), donde
ha sido un factor importante como componente fundamental de los alimentos balanceados de su uso pecuario,
utilizado ampliamente para la alimentacion de aves, cerdos, bovinos, ovinos y equinos, (SIAP, 2003). De acuerdo a la
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encuesta nacional agropecuaria realizada por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en
coordinacion con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el
estado de Guanajuato aparece como segundo productor de sorgo en el pais (Hernandez, 2015), sin embargo, la
presencia de afidos reduce los rendimientos ya que causan dafio directo por la alimentacién y dafio indirecto como
transmisores de virus permitiendo la propagacién de enfermedades (Blackman y Eastop, 2000). El pulgén amarillo del
sorgo es considerado una de las plagas mas dafiinas para el cultivo de sorgo, en Guanajuato, en el 2015 esta plaga
afecto la produccion tanto en riego como en temporal, reduciendo la produccién hasta en un 100% en los sitios donde
no se atendié el problema (SDAYR, 2016) con el paso del tiempo este dafio por pulgén amarillo se han ido agravando
y afectando de manera considerable la produccion de sorgo en la entidad, alcanzando un dafio estimado a nivel
nacional de poco mas de 2 millones de hectéreas afectadas, con un valor monetario cercano a $20°890,234.64 (miles
de pesos) (SENASICA, 2015). En la actualidad el método mas utilizado para el control del pulgén amarillo es la
aplicacion de productos quimicos (Rodriguez y Teran, 2015). El cual esta basado en el uso de materias activas como:
imidacloprid, sulfoxaflor, spirotetramat, thiamethoxan y metamidofos, sin embargo, presenta como desventajas, la
resurgencia de la plaga, eliminacién de los enemigos naturales e inducir resistencia a los insecticidas utilizados en su
control (INIFAP, 2014). El uso irracional y elevado en el nimero de aplicaciones genera la seleccién de multiples
mecanismos de resistencia (Lagunes y Villanueva, 1994). Esta demostrado que la resistencia de los insectos a los
insecticidas es frecuentemente el incremento de la actividad metabdlica de la plaga. Estos mecanismos de resistencia
metabdlica no estan ligados a ningun punto de accion especifico y por tanto, pueden conferir resistencia a insecticidas
de més de un grupo de diferente modo de accion (IRAC, 2015). Las principales enzimas que se encuentran realizando
estos mecanismos son: esterasas, mono-oxigenasas, citocromo P450, y glutation S-transferasas. Los insectos
resistentes pueden tener elevados niveles de una enzima en particular o formas alteradas de la enzima que metaboliza
al plaguicida a un nivel mas rapido que la forma no alterada (FAO, 2012). En la agricultura se ha recurrido al estudio
de estas biomoléculas para encontrar soluciones a dos grandes retos: la pérdida de cultivos por ataque de plagas y la
utilizacion de compuestos sintéticos téxicos para su control (Morillo y Notz, 2003).

METODOLOGIA

Colecta de material biol6gico. Para la obtencion de material biol6gico, consistié en buscar o identificar parcelas con
sorgo, durante el trascurso de este verano 2018, en los municipios de Abasolo, Cueramaro, Huanimaro, Pénjamo y
Valle de Santiago municipios del estado de Guanajuato, con problemas de pulgén amarillo. De cada municipio se
obtuvieron 5 muestras de diferentes localidades. Cada muestreo consistio en llenar un tubo eppendorf vy
posteriormente lleno el tubo las muestras se colocaron en una hielera para evitar que se deshidrataran los pulgones.
Ubicacién del experimento El material biologico se traslad6 al laboratorio de Toxicologia del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Donde se realizé la identificacién de Melanaphis
saccahari. EI material biolégico se etiqueto y se mantuvo a una temperatura de -2°C. Hasta obtener la cuantificacion
de enzimas detoxificativas.

Pruebas bioquimicas. Cuantificacion de proteina de Melanaphis sacchari. Se empleé la metodologia descrita por
Brogdon en 1984 utilizando albumina sérica, como proteina de referencia, se colocaron 3 insectos en tubos eppendorf,
se agregaron 100uL de buffer KPO, a 0.05 molar y 7.2 de pH, se trituraron y se aforo a 1ml posteriormente se
realizaron diferentes diluciones (1,5,10,15,20 y 30 pulgones de cuarto instar) para su evaluacidn, en cada cavidad de la
microplaca de 96 pozos se colocaron 20uL de homogenato y se agregaron 80uL de boffer KPO, y 200uL de colorante
diluido, esto se realiz6 por triplicado para cada repeticion, las lecturas de absorbancia se tomaron utilizando un filtro
de 630nm y se calcularon los valores de microlitros por mililitro por proteina comprendidos en el rango de 80 a 120p.
Una vez calculada la cantidad de insectos a emplear, se determinaron los niveles de a-est y B-est, GST, ACE y Oxi
utilizando las metodologias descritas por Brogdon, (1988), Brogdon y Barber (1990) y Brogdon et al. (1997).

Niveles enziméticos. Para la determinacion de alfa (o) y beta (B) esterasas en cada pozo de una microplaca, se
colocaron 100uL de homogenato, se agregaron 100pL de acetato de alfa o beta-naftil, se dej6 incubar por 10 min, y se
agregaron 100uL de fast-blue, se volvié a incubar durante 2 minutos y se leyeron en el lector de placas usando un
filtro de 540nm. En cuanto a las Ox se colocaron 100uL de homogenato, se agregaron 200uL de TMZ (Tetramethyl-
Benzidina Dihydrochloride), agregando una gota de (25pL) de agua oxigenada (H,0,), se dejé incubar 5 minutos, y se
leyeron con un filtro de 620nm; Para las GST se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 100 uL de Reduced
glutation, y 100 uL de CDNB (1 — cloro- 2,4 dinitrobenceno), se leyd inmediatamente que fue tiempo cero (Tg)



usando un filtro de 340 nm, se volvié a leer transcurridos 5 minutos (Ts). Para el analisis de resultados se saco la
diferencia entre ambos tiempos (Ts-Tg) y los resultados negativos se consideraron como 0 y por ultimo para ACE se
colocaron 100 puL de homogenato, se agregaron 100 uL de acetilcolina-yodisada y 100 pL de DNTB (Acido- Ditio-
Bis-Nitrobenozoico), se leyeron en tiempo cero (T,) usando un filtro de 414nm, transcurridos 10 minutos (Ty) se
volvié a leer. Para el analisis de resultados se obtuvo la diferencia entre ambos tiempos (T1-To) Yy los resultados

negativos se consideraron como O.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentaron diferencias significativas entre las poblaciones muestreadas para las enzimas a-est (24.94, <0.0001), B-
est (47.83, <0.0001), GST (56.10, <0.0001), ACE (15.91, <0.0001) y Oxi (17.28, <0.0001). Observando que para el
contenido de enzimas o—est y B-est (Cuadro 1) en los 5 municipios muestreados, se presentd en Huanimaro con
1.0159 y 0.9444 o-esterasas y B-esterasas y de acuerdo a la clasificacién de Montella (2007), este municipio presenta
los valores de resistencia mas altos, encontrandose en la escala en el nimero 4 “Alta”. Para a—est los municipios que
le siguieron fueron Pénjamo, Cueramaro y Abasolo con 0.9138, 0.8843 y 0.8478 respectivamente. Encontrandose en
Gltimo lugar el municipio de Valle de Santiago con una media de 0.8100, estos 4 municipios se encuentran en la
clasificacion de resistencia en la escala 3 que es “Moderada”. Estos resultados son similares a los reportados por
Flores et al., (2006), en un trabajo con mosquitos de Aedes aegipty L. en el cual encontré que los niveles enzimaticos
elevados son caracteristicos de a-est en poblaciones que se han expuesto a piretroides y organofosforados. Mientras
que para B-est el municipio de Cuerdmaro con una media de 1.0976 presentd el mayor valor, encontrdndose en la
escala de resistencia en el nimero 4 que corresponde a “Alta”, seguido de los municipios de Valle de Santiago,
Pénjamo y Abasolo con 0.8984, 0.8729 y 0.8322 respectivamente, estos municipios se encuentran en la clasificacion
de resistencia nimero 2 que corresponde a “Ligera”. Estos valores difieren a los reportados por Ponce et al., (2009)
donde ellos registraron que las B-est son el mecanismo que registra los valores mas altos en adultos de Aedes aegipty
expuestos a piretroides y organoclorados.

Tabla 1. Contenido de a y g-est de Melanaphis sacchari y escala de clasificacion de resistencia de los municipios estudiados en
el estado de Guanajuato.

o o —est P -est
No Municipio - — - —
Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion | Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion
1 Abasolo 0.8478 £0.0736 |cd| 3 Moderada |0.8322 £0.1075|d 2 Ligera
2 Cueramaro 0.8843 +0.1208 | bc 3 Moderada |1.0976 +0.1510 | a 4 Alta
3 Huanimaro 1.0159 + 0.1787 | a 4 Alta 0.9444 +0.1130 | b 3 Moderada
4 Pénjamo 0.9138 £0.1022 | b 3 Moderada |0.8729 +0.0748 | cd 2 Ligera
5 | Valle de Santiago | 0.8100 £ 0.0782 | d 3 Moderada |0.8984 + 0.0756 | bc 2 Ligera

En la Tabla 2 se muestra el contenido de GST y ACE en los 5 municipios muestreados, en donde se observa que para
el caso de la enzima GST el municipio con el valor mas alto fue Pénjamo con una media de 0.0257 con un 3 en la
escala de la clasificacion de resistencia que corresponde a “Moderada”, seguido del municipio de Cuerdmaro con
0.0195 (Ligera). Posteriormente se encuentra Huanimaro, Valle de Santiago y Abasolo con 0.0115, 0.0051 y 0.0040
respectivamente. todos ellos estando en la escala de clasificacion ‘“Nula” que es la numero 1. Estos valores son
similares a los reportados por Rodriguez et al. (2001) en cepas de Aedes aegypti donde se muestra que la frecuencia
de aparicion del mecanismo GST es muy baja. Esto se lo atribuyen a que este mecanismo de detoxificacion interviene
generalmente en la resistencia a organofosforados, pero en las cepas estudiadas el mecanismo de esterasas elevadas
fue el de mayor frecuencia en estas poblaciones y principal responsable de la resistencia a organofosforados, aunque
también se encontré una acetilcolinesterasa alterada. Por otra parte, se observa que para la enzima ACE el municipio
que reporto el valor mas alto fue para Abasolo con una media de 0.0217 encontrandose en la escala de resistencia 3



que corresponde a “Moderada”, posteriormente se observaron los municipios de Valle de Santiago Cueramaro,
Huanimaro y Pénjamo que se encuentran en la escala de clasificacion de resistencia 2 que corresponde a “Ligera” con
valores de 0.0105, 0.0079, 0.0068 y 0.0064 respectivamente. Al respecto Bisset (2002) menciona que las ACE
produce un amplio espectro de resistencia a la de los organofosforados y en mayor medida a los carbamatos.

Tabla 2. Comparacion de medias del contenido de GST y ACE de Melanaphis sacchari y escala de clasificacion de resistencia
de los municipios estudiados en el estado de Guanajuato.

GST ACE
No Municipio - Y - ——
Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion

1 Abasolo 0.0040 £0.0059 |d 1 Nula 0.0217 £0.0198 |a 3 Moderada
2 Cueramaro 0.0195+0.0152 |b 2 Ligera 0.0079 £0.0090 |b 2 Ligera

3 Huanimaro 0.0115+0.0098 |c 1 Nula 0.0068 £0.0069 |b 2 Ligera

4 Pénjamo 0.0257 £0.0078 |a 3 Moderada 0.0064 £0.0748 | b 2 Ligera

5 | Valle de Santiago 0.0051 £0.0076 |d 1 Nula 0.0105£0.0756 |b 2 Ligera

Para las Oxi (Tabla 3), el municipio que obtuvo los valores mas altos fue Abasolo con 0.3172, encontrdndose en
cuanto a la clasificacion de resistencia en la 3 que es “Moderada”, enseguida se observé Valle de Santiago con una
media de 0.2709 y en la resistencia se encuentra en la 2 que corresponde a “Ligera”, por ultimo los municipios de
Pénjamo, Huanimaro y Cuerdmaro con 0.2489, 0.2475 y 0.2286 respectivamente, encontrandose estos municipios en
la escala 1 que corresponde a “Nula”. Al respecto Pimentel et al., (2008) mencionan que las oxidasas juegan un papel
fundamental en la detoxificacion de diversos plaguicidas, participando directamente en la inhabilitacion del producto
u oxidandolo para que entren otros sistemas enzimaticos y puedan ser detoxificados; segun Clark et al., (1994), las
enzimas oxidativas son el principal mecanismo fisiol6gico de resistencia a la abamectina.

Tabla 3. Comparacion de medias del contenido de Oxi de Melanaphis sacchari y escala de clasificacion de resistencia de los
municipios estudiados en el estado de Guanajuato.

No Municipio Absorbancias + SD | Escala | Clasificacion
1 Abasolo 0.3172 £0.0843 | a 3 Moderada
2 Cuerdmaro 0.2286 +£0.0358 | c 1 Nula
3 Huanimaro 0.2475 £0.0532 | bc 1 Nula
4 Pénjamo 0.2489+0.0480 |bc| 1 Nula
5 | Valle de Santiago | 0.2709 = 0.0584 |b 2 Ligera

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye que en los municipios muestreados en el suereste del estado de
Guanajuato, para las enzimas « y p-est, el municipio de Huanimaro presentd lo mayores valores con un valor en la escala de
resistencia “Alta”, el municipio de Abasolo se considera con una resistencia “Moderada” en relacion al contenido de enzimas ACE
y Oxi y a la vez el municipio de Pénjamo para GST.
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DIFERENCIAS MORFOLOGICAS EN LA EPIDERMIS SE RELACIONAN CON LA INCLINACION
DEL TALLO DE Echinocactus platyacanthus

Péez Jiménez, M. G.%; Escoto Rodriguez, M.*’
RESUMEN

Diversos estudios sefialan que algunas cactaceas, especialmente las de tallo globoso, tienden a inclinarse hacia las
zonas de mayor radiacion solar y, hasta donde sabemos, no se ha indagado el mecanismo por el cual esto ocurre. En
esta investigacion se muestrearon 5 individuos inclinados de la especie Echinocactus platyacanthus en S.L.P. Las
mediciones fueron tomadas a todo lo largo de cuatro secciones: interna, externa, izquierda y derecha, y se compararon
los pares “Interno-Externo” e “Izquierdo-Derecho”. Se obtuvo la inclinacion, la distancia entre areolas y espinas, la
densidad y el indice estomatico, el nimero de células epidérmicas y estomas y el ancho y largo de las mismas; se
ejecutaron pruebas t-Student para su analisis. En algunos individuos se encontrd que el tamafio celular y la densidad
estomatica fueron diferentes en los lados interno y externo, mientras que fueron similares en los lados izquierdo y
derecho. Sin embargo, hubo mucha variabilidad en los datos a lo largo de todo el tallo. Estos resultados sugieren que
la inclinacion de la cactacea se relaciona con un crecimiento celular diferenciado pero estas diferencias no ocurren a lo
largo de todo el tallo.

Palabras Clave: cactaceas, estomas, inclinacion.

ABSTRACT

Several studies indicate that some cacti, especially those with a globose stem, tend to lean towards areas of greater
solar radiation and, as far as we know, the mechanism by which this occurs has not been examined. In this
investigation, 5 tilted individuals of the species Echinocactus platyacanthus were sampled in S.L.P. Measurements
were taken along the whole stem in each of four sections: internal, external, left and right side, and comparing them in
pairs “Internal-External” and “Left-Right”. The inclination, the distance between areolas and spines, the density and
the stomatal index, the number of epidermal cells and stomata, and cell width and length were obtained; t-Student test
were performed for the analysis. In some individuals it was found that cell size and stomal density were different
between external and internal sides, while there was no difference between left and right sides. However, there was
much variability in the data. These results suggest that the inclination of the cactus is related to a differentiated cell
growth but these differences do not occur along the whole stem.

Keywords: cacti, stomate, tilt.
INTRODUCCION

Algunas cactaceas de tallo globoso tienden a inclinar el apice hacia areas de mayor radiacion luminica (Nobel, 1981;
Ehleringer and House, 1984; Cano-Santana, 1992; Zavala Hurtado et al, 1998; Palomino, 2014; Herce et al, 2014;
Méndez, 2015). Desde hace tiempo se ha sugerido que un crecimiento celular asimétrico podria causar esa inclinacién
en los tallos (Macdougal and Spalding, 1910), es decir, si las células de un lado del tallo crecen méas que las células
del lado opuesto se ocasionaria una curvatura en el tallo. Sin embargo, el diferencial en las caracteristicas
morfolégicas y anatomicas de esos lados opuestos no ha sido muy estudiado; es apenas recientemente, con el trabajo
de Sanchez-Méndez y Escoto-Rodriguez (2017), que se inicio la investigacién sobre ese tema. Hace falta continuar
con los estudios del posible diferencial morfoanatomico en los cactos globosos que ayudaria a entender el proceso de
inclinacion del tallo y sus consecuencias anatdmicas, como podria ser una modificacion en la densidad estomatica o el
tamafio de las células epidérmicas.
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Sanchez-Méndez y Escoto-Rodriguez (2017), estudiaron 10 individuos de Echinocactus platyacanthus con diferente
grado de inclinacidn, comparando Unicamente los lados largo y corto a través de pocas mediciones. Sus resultados
indicaron a través de un analisis estadistico que existian diferencias significativas entre ambos lados del tallo con
respecto a el crecimiento celular, la distancia entre areolas y la densidad estomatica; ademas, encontraron mucha
variabilidad en las mediciones, lo que sugiere que podrian existir diferencias en las longitudes celulares las cuales, sin
embargo, no fueron cuantificadas.

El objetivo de este trabajo es contrastar, en Echinocactus platyacanthus, las hipotéticas diferencias entre el lado
interior (costilla que presentaba la curvatura mas corta) y el lado exterior (costilla que presentaba la curvatura mas
larga); asimismo, comparar ese diferencial con el obtenido entre los lados derecho e izquierdo (ambos vistos desde el
lado interior de la planta, tal como se muestra en la Figura 1). El comparar el par “Interno-Externo” con el par
“Derecha-Izquierda” en los que no existe diferencial de crecimiento, a manera de control, permite comprobar
predicciones relacionadas con un diferencial de crecimiento en un solo sentido que ocasiona la curvatura. Es decir, la
prediccion sugiere que, en los lados no relacionados con la curvatura, no habria diferencias en los parametros
estudiados. Se establecié como hipoétesis de trabajo que los lados interior y exterior deberian ser diferentes entre si
mientras que los lados izquierdo y derecho deberian ser similares.

METODOLOGIA

El estudio se llevé a cabo en el Estado de San Luis Potosi. Fueron muestreados un total cinco individuos inclinados de
la especie Echinocactus platyacanthus en la denominada Zona Centro del Estado, dos en el Jardin Botanico de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UASLP, en el Ejido Palma de la Cruz y tres en el Jardin Botanico “El
Izotal” ubicado en el Parque Tangamanga |. Se midi6 la inclinacion de cada individuo con un clinémetro (Suunto) y
se localizd su costilla mas larga y su costilla mas corta, asi cada ejemplar fue seccionado imaginariamente en cuatro:
lado interior (costilla que presentaba la curvatura més corta), lado exterior (costilla que presentaba la curvatura mas
larga), lado derecho (visto desde el lado interior) y lado izquierdo (también visto desde el lado interior), como se
muestra en la Figura 1. Se establecié como hipdtesis inicial que el lado exterior y el lado interior deberian presentar
diferencias significativas entre si y el lado izquierdo y derecho similitudes.

Figura 1. Individuo de Echinocactus platyacanthus en el que se muestra lainclinacién del épice. En laimagen
se sefialan las costillas, areolas y 1o que se consideré como el lado exterior, lado derecho, lado izquierdo y
lado interior.

De las secciones ya establecidas se midié con un vernier digital la apertura de cada una de las areolas desde su raiz y
la distancia entre cada una de las espinas principales.

Ademas, se tomaron 10 impresiones de cada una de las cuatro costillas, espaciadas segin el largo de esta,
encontrandose, asi la impresion nimero 1 ubicada en la parte mas superior de la cactacea y la nimero 10 en la parte
mas inferior, esto con el objetivo de determinar si existia alguna diferencia segin la posicién, entre el indice y la



densidad estomaética y el nimero, ancho y largo de las células epidérmicas. La técnica para recolectar las impresiones
se basé en la aplicacion de esmalte comercial transparente para ufias en un &rea de alrededor de 1cm? (tamafio de una
ufia del dedo mefiique adulto) en la superficie de las costillas, seguida de la remocidn de la misma con cinta adhesiva
transparente comercial colocada de manera perpendicular a la curvatura de la costilla, la cual era finalmente colocada
en un portaobjetos. Cabe sefialar que el tiempo para colocar la cinta y removerla fue crucial para obtener una
impresion de calidad, ya que, después de una serie de errores, se llegé a la conclusién de que habia que aplicar esmalte
en 5 posiciones y a continuacidn, colocar la cinta en el mismo orden y proceder de la misma manera con el resto de las
costillas sin despegar ninguna de las cintas, asi, una vez que se hayan terminado de colocar las 40 cintas adhesivas se
procedera a despegarlas en el orden en el que se comenz6 a colocarlas, lo cual no sélo garantizd una impresion de
calidad, sino también agilizo6 el proceso de recoleccién de muestras.

Estas impresiones fueron observadas en un microscopio 6ptico con camara fotografica (marca: Zeiss) en campos de
40x y 10x, registrando el nimero de estomas en el campo 10x y 40x y el nimero de células epidérmicas en el campo
40x de manera manual, ademas del ancho y largo promedio de células epidérmicas escogidas aleatoriamente y
medidas con ayuda del software Imagel. El conteo se realiz6 en una computadora con la imagen del microscopio
proyectada a través de un programa de computo de visualizacién de fotos (ZEN 2) y se calculd el area del campo de
observacién con un portaobjetos con escala micrométrica.

a) b)

Figura 2. Impresiones de epidermis de un mismo individuo de Echinocactus platyacanthus con inclinacion del
apice. a) Se sefiala lo que se considerdé como ancho del complejo estomatico y b) Se sefiala lo que se
consideré como largo del complejo estomatico. Las mediciones fueron realizadas con el software “Image J”.

Se determiné la densidad estomatica como estomas por mm? y el indice estomatico (IE) se calculd con la siguiente
expresion;

IE = [NE / (NE + NCE)] x 100 (1)

donde NE = nimero de estomas, y NCE = nimero de células epidérmicas.

Por dltimo, se utilizo la prueba de t-Student de dos colas con o =0.05, para comparar por pares el lado interno con el
externo y el lado derecho con el izquierdo en un mismo individuo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inclinacién de las biznagas se encontro entre los 23° y los 39° y se mostrd independiente del tamafio de las
mismas; se observaron cambios en la orientacion del apice, debidos posiblemente a traslados antropogénicos de las
biznagas, ya que este parece alejarse de la sombra y buscar la luz en todos los casos, tal y como han reportado otros
autores.

La hipoétesis planteada inicialmente establecia que deberian existir diferencias entre el lado exterior y el lado interior
de la biznaga y similitudes entre el lado izquierdo y derecho, por lo que los datos obtenidos fueron comparados en los
pares: “Interior-Exterior” y “Derecha-Izquierda”. En el 80% de los casos se encontrd6 una mayor distancia entre
espinas y entre areolas en el lado exterior en comparacion con el interior y un mayor nimero de estomas en el lado



interior en comparacion con el exterior, ademas el largo de las células epidérmicas fue mayor en el lado exterior en
comparacion con el interior y la densidad estomatica fue mayor en el lado interior en comparacion con el exterior. La
mayor densidad estomatica del lado interior puede indicar que las células epidérmicas son mas chicas que en el lado
exterior, lo cual coincide con lo encontrado que las células epidérmicas tienden a ser mas largas en el lado externo que
en el lado interno. Ademas, se encontrd similar distancia entre espinas en ambos lados, pero mayor distancia entre
ellas en el lado externo en comparacion con el interno. Todo lo anterior, parece explicar que se produzca un
crecimiento inclinado longitudinal y no lateral.

No siempre se present6 una mayor distancia entre espinas y areolas en el lado exterior, esto podria explicarse debido a
gue las biznagas muestreadas no presentaban una forma esférica perfecta y su inclinacién no era constante. La
inclinacion parece darse en posiciones especificas del tallo y haber regiones sin tanta inclinacion. Se debe tener
cuidado en muestrear la regidon que determina la inclinacién del tallo para asi poder observar las diferencias
relacionadas con el tamafio celular.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se sugiere que el crecimiento asimétrico de los lados de Echinocactus platyacanthus se
relaciona con un crecimiento longitudinal, y no lateral, de sus células epidérmicas. Asimismo, se sugiere estudiar los
individuos mas inclinados y solamente en la seccion que determina el cambio en la direccion del tallo para poder
observar diferencias epidérmicas mas evidentes.
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EVALUACION IN VITRO DE LA INTERACCION MICOBIONTE Y FOTOBIONTE
Maricela Zumaya Garcia', César Alvarez Mejia® y Varinia Lopez Ramirez
RESUMEN

Los liquenes son organismos conformados por un hongo, un alga o cianobacteria y una levadura a través de una
simbiosis mutualista. Los fotobiontes asociados a los liquenes no son especificos, es decir, un fotobionte puede
asociarse a diferentes hongos liquénicos. En este trabajo evaluamos la interaccién in vitro de cepas de hongos
asociados a liquenes M002/N002, Melanelixia y Arthoria #2 y los distintos fotobiontes Trebouxia sp., Brateacoccus
sp., Scenedesmus sp., Stiochococcus sp. y la cianobacteria Crinalum sp. aisladas de liquenes. El desarrollo de la
interaccion se evalu6 microscopicamente cada 48 h., durante 14 dias. El crecimiento de las cepas se realiz6 a través de
un sistema de poliuretano sobre papel filtro inoculado con medio liquido Czapek con 15 g/L de sacarosa. En el
analisis microscépico de todos los ensayos no se logro la visualizacion del alga, sin embargo, en la combinacién
Arthoria #2 con Trebouxia sp. y M002/N002 con Brateacoccus sp. se observd esporulacion del hongo desde las
primeras 48 horas. Es necesario implementar nuevas condiciones de cultivo que permitan que el hongo siga
desarrollandose y pueda interactuar con el fotobionte.
ABSTRACT

Liches are organisms formed by fungus and a algae or cyanobacteria and a yeast through a mutualist simbiosis.
Photobionts associated to lichens are not specific, this mean that it could be one photobiont associated to different
lichen fungi. In this work, we evaluated the in vitro interaction between fungal strains associated with lichens
MO002/N002, Melanelixia and Arthoria # 2 and the different photobionts Trebouxia sp., Brateacoccus sp.,
Scenedesmus sp., Stiochococcus sp. and the cyanobacterium Crinalum sp. isolated from lichens. The development of
the interaction was evaluated microscopically every 48 h., for 14 days. The growth of the strains was carried out
through a polyurethane system on filter paper inoculated with Czapek liquid medium with 15 g/L of saccharose. In the
microscopic analysis of all the trials the visualization of the alga was not achieved, however, in the combination
Arthoria # 2 with Trebouxia sp. and M002/N002 with Brateacoccus sp. fungal sporulation was observed from the first
48 hours. It is necessary to implement new cultivation conditions that allow the fungus to continue to develop and to
interact with the photobiont.

Palabras clave: liquen, interaccion, simbiosis, fotobionte, micobionte

INTRODUCCION

Los liquenes son una asociacion simbiodtica mutualista entre un hongo (micobionte), algas verdes o cianobacterias
(fotobionte), y una levadura en la cual todos los miembros se ven beneficiados, durante la interaccion pueden estar
involucrados uno o méas organismos fotosintéticos (Soto Medina & Bolafios R., 2010). EI micobionte es la fraccién se
encarga de brindarle al fotobionte sales minerales y proteccion contra la radiacion solar (Vaillant, 2104), y este por
medio de la fotosintesis le proporciona las fuentes de carbono escenciales para el micobionte (Kopun, Grube, Muggia
& Pe, 2017). Los liquenes comienzan el desarrollo del talo cuando el hongo entra en contacto con el fotobionte y
posteriormente el micobionte envuelve completamente al fotobionte (Nash, 2008). Durante las primeras etapas de la
simbiosis son fundamentales para el reconocimiento del fotobionte por el micobionte (Muggia, Kopun, & Grube,
2017). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la interaccion entre las cepas de hongos M002/N002,
Melanelixia y Arthoria #2 y distintas algas, Trebouxia sp., Brateacoccus sp., Scenedesmus sp., Stiochococcus sp. y la
cianobacteria Crinalum sp. aisladas de liquenes y que forman parte del cepario del Laboratorio de Diversidad e
Interaccion Microbiana.
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MATERIALES Y METODOS

l. Reactivacion de las cepas y preparacién de material

Se reactivaron las cepas de hongos con los nombres: M002/N002, Melanelixia y Arthoria #2 en agar dextrosa
Sabouraud, tomando 0.5 cm de inoculo con un horadador. Para los ensayos de simbiosis se recortaron trozos de
poliuretano con una medida de 2 cm por lado y se perforo con un horadador de 0.5 cm de didmetro, estos se colocaron
en una caja Petri de vidrio sobre papel filtro estéril.

1. Conteo celular de algas

Se realizd conteo celular en camara de Neubauer de las cepas de algas aisladas de liquenes Trebouxia sp.,
Brateacoccus sp., Scenedesmus sp., Stiochococcus sp. y la cianobacteria Crinalum sp. y se prepard y se diluyo en
medio liquido BG11 hasta alcanzar una concentracion celular de 1x10° cel/mL.

1. Preparacion de los ensayos de simbiosis

De las cepas M002/N002, Melanelixia y Arthoria #2 en agar dextrosa Sabouroud se tom6 0.5 cm de inoculo con un
horadador y se sembraron 6 replicas de cada una de las cepas colocando el inoculo en el orificio del poliuretano,
agregando 3 mL de medio liquido Czapek con 15 g/L de sacarosa. Los hongos se incubaron por un periodo de 96
horas a una semana debido a su lento crecimiento. Una vez desarrollado el hongo se le agrego una cantidad de 50 puL
(1x10° cel/mL) de las distintas algas, dejando un control del hongo sin alga, esto se realizé en las tres cepas de hongos:
MO002/N002, Melanelixia y Arthoria #2 por separado, se coloc6 un cubreobjetos estéril sobre la zona donde se aplicé
el alga en el hongo y ambas fracciones se incubaron a temperatura ambiente y procurando un fotoperiodo de 16 h
luz/8 h obscuridad. La observacion microscépica de la interaccion se evalud cada 48 horas por 14 dias.

RESULTADOS

El desarrollo de los hongos liquénicos es muy lento, por lo tanto, se agreg6 el alga hasta una semana después de
incubacidn. Para dar seguimiento al desarrollo de la interaccion se observaron las muestras desarrolladas en los cubre
objetos cada 48 horas, obteniéndose un mejor resultado en los hongos Arthoria #2 con la cianobacteria Crinalium sp.
(Figura 1) y las algas Trebouxia sp. (Figura 2), Stiochoccoccus sp. (Figura 3) y Brateacoccus sp. (Figura 4) y
MO002/N002 con Brateacoccus sp. (Figura 5). Durante la evaluacién microscépica de Arthoria #2 con Crinalium
(Figura 1) no se observaron cambios morfolégicos con respecto al control, tampoco se logré visualizar el alga en el
campo, solo una coloracién verde oscuro en las hifas. Sin embargo, se pudo observar que el hongo continuaba
creciendo con lentitud aun después de tener contacto con el alga, debido a la baja cantidad de fuente de carbono
proporcionada por el medio, con esto también se deseaba evaluar si el alga era capaz de proporcionar la fuente de
carbono al hongo.
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En el ensayo de Arthoria #2 con Trebouxia sp. (Figura 2) después de 120 horas de incubacion (Figura 2B) se observo
la presencia de esporas, al igual que en el ensayo de M002/N002 con Brateacoccus sp. donde desde un inicio se
present6 esporulacion como se muestra en las Figuras 5A y 5D.

Figura 2. Evaluacion microscopica de la interaccion de Arthoria #2 con el alga Trebouxia sp. a
diferentes tiempos de incubacion. A. 48 horas; B. 120 horas; C. 168 horas; D. 216 horas; E. 288 horas;
F. 336 horas.

r
A

Figura 3. Evaluacion microscopica de la interaccién de Arthoria #2 con el alga Stiochococcus sp. a
diferentes tiempos de incubacion. A. 48 horas; B. 120 horas; C. 168 horas; D. 216 horas; E. 288 horas;
F. 336 horas.
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Figura 4. Evaluacion microscoépica de la interaccion de Arthoria #2 con el alga Brateacoccus sp. a
diferentes tiempos de incubacion. A. 48 horas; B. 120 horas; C. 168 horas; D. 216 horas; E. 288 horas;

F. 336 horas.

En el ensayo de Arthoria #2 con Brateacoccus sp. (Figura 3) las hifas se observaron muy palidas conforme el paso de
los dias, y la visualizacién del alga no fue perceptible. A diferencia de los ensayos de Arthoria #2, que el hongo
continuaba creciendo en el ensayo de M002/N002 con Brateacoccus sp. no se observo crecimiento por parte de este.
En el andlisis microscopico de la interaccion de M002/N002 con Brateacoccus sp. solo se observo que las hifas
presentaban un tono verde oscuro con la presencia de vacuolas dentro de las mismas. A las 168 horas de incubacion
(Figura 5D) se observd la presencia de sacos al termino de las hifas del hongo fue hasta las 216 horas de incubacion
gue se observaron esporas.

Figura 5. Evaluacion microscopica de la interaccién de M002/N0O02 con el alga Brateacoccus sp. a
diferentes tiempos de incubacion. A. 24 horas; B. 72 horas; C. 120 horas; D. 168 horas; E. 216 horas.

DISCUSION

El estudio de la interaccion entre hongos liquénicos y algas ha sido evaluado anteriormente, con el objeto de
determinar los genes o las sefiales quimicas involucradas durante las primeras etapas de simbiosis. El objetivo
principal de nuestro trabajo fue la evaluacion morfoldgica en un sistema de microcultivo sobre poliuretano y medio



liquido Czapek diluido. Anteriormente se han realizado interacciones utilizando otros micobiontes y fotobiontes como
en el estudio reportado por Arabindan y col. (2016), donde utilizaron una matriz de soporte de polipropileno con
algodén que fue la que resulto mas efectiva para la interaccion, la inoculacion se realizo de una manera distinta a la de
nuestro trabajo, dado a que inocularon las esporas del hongo y las células de alga al mismo tiempo en una proporcion
de 1:300 obteniendo respuesta de interaccion a las 160 horas, mostrando en el estudio microscopico las algas fijadas a
las hifas del hongo, en dicho estudio en un principio no hubo respuesta de crecimiento por parte del alga debido a que
el hongo tomaba la fuente de carbono del medio de cultivo y no del fotobionte, misma situacién que se podria estar
presentando en nuestro ensayo al agregar medio de una a dos veces por semana durante las dos semanas del ensayo,
por lo tanto, se sugiere que se reduzca aun mas la fuente de carbono del medio para que la suministrada por el alga
pueda ser aprovechada y puedan crecer en conjunto. En otro trabajo de interaccion entre fracciones liquénicas se
observé una respuesta de interaccion después de un afio de montado el ensayo (Muggia, Kraker, Gobler & Grube,
2018), en dicho estudio, se evalud la interaccidn entre distintas cepas de hongos liquenicos y el fotobionte Trebouxia
sp., adaptando en el laboratorio las condiciones en las que los liquenes se encuentran en la naturaleza, proporcionado
un lugar seco y carente de nutrientes empleando esferas de alginato sobre medio solido de extracto de levadura de
malta, posterior a un afio de interaccion se observd que las células del alga estaban rodeadas por las hifas del hongo;
por lo cual, proponemos la conveniencia de modificar las condiciones de crecimiento y ampliar el tiempo de
seguimiento del ensayo.

CONCLUSION
En los resultados mostrados anteriormente se puede observar que no existe interaccion de hongos y algas en las
condiciones ensayadas. En estudios posteriores de interaccion in vitro se sugiere modificar la fuente de carbono,
reduciendo la concentracién para permitir que el alga suministre al hongo los elementos requiere para su desarrollo,
asi como realizar el ensayo durante un tiempo mas prolongado, procurando semejar las condiciones a las que
normalmente se encuentran las fracciones liquénicas en la naturaleza.
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SUSCEPTIBILIDAD DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS A DIMETIL SULFOXIDO
Rodriguez Castillo Nahaivi Paola’; Barrén Bravo Oscar Guadalupe? y Angel Sahaguin César Andrés **

RESUMEN

Dimetil sulféxido (DMSO) se utiliza como solvente de diferentes productos quimicos, aumentando o disminuyendo su
accion. Los nematodos entomopatdégenos tienen un rol bioldgico importante dentro del control de plagas y la salud del
suelo, sin embargo, debido al uso indiscriminado de productos quimicos (diluidos en DMSO) utilizados para el
control de plagas, estos organismos pueden o no verse afectados. El objetivo fue evaluar la susceptibilidad de
nematodos entomopatdgenos a dimetil sulféxido. En condiciones de laboratorio se evalu6 DMSO a una concentracion
de 5% durante 24 y 48 horas. Se encontrd el tratamiento de H,O+DMSO al 5% del volumen total, obtuvo el mayor
porcentaje de susceptibilidad en todas las cepas a las 48 horas y la cepa M1 obtuvo 81.01%.

ABSTRACT

Dimethyl sulfoxide (DMSO) is used as a solvent for different chemical products, increasing or decreasing its action.
The entomopathogenic nematodes have an important biological role withih the biological pest control and soil health,
however, due to the indiscriminate use of chemical products (diluted in DMSQ) used for pest control, these organisms
may or may not be affected. The objective was to evaluate the susceptibility of entomatological nematodes to
dimethyl sulfoxide. In laboratory conditions DMSO was evaluated at a concentration of 5% for 24 and 48 hours. The
H20 + DMSO treatment was found at 5% of the total volume, it obtained the highest percentage of susceptibility in
all the strains at 48 hours and the M1 strain obtained 81.01%.

Palabras clave:
Control biolégico, producto quimico, contaminacién ambiental, antihelmintico.
INTRODUCCION

Los nematodos cumplen un papel importante en el medio ambiente en su fase de vida libre, ayudan a la salud del
suelo y a incorporar biodiversidad en el entorno que habitan. Los nematodos entomopatdgenos son gusanos redondos
gue parasitan insectos mediante una asociacion mutualista con bacterias. Debido al uso cotidiano de productos
guimicos como insecticidas o desparasitantes que se aplican de forma oral o por aspersion en los animales, estos
habitantes normales del suelo pueden ser afectados. Algunos productos quimicos empleados para diferentes
evaluaciones en condiciones de laboratorio y campo suelen ser hidrofébicos por lo que es necesario el uso de dimetil
sulféxido (DMSO) el cual es un producto proveniente de la industria maderera y ademas de ser un solvente se utiliza
como farmaco y crioprotector (Huang et al., 2018; Josephsen et al., 2018). Los nematodos entomopatégenos son cada
vez mas utilizados en la investigacién sobre control biol6gico lo que es benéfico para el medio ambiente. Ferreira et
al. (2011) evaluaron la influencia de timol y DMSO en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de Bradybaena
similares, el cual es un caracol que habita en Asia; donde utilizaron un control con DMSO al 1% durante 10 min,
obteniendo una susceptibilidad de 10%. Son-de Fernex et al. (2016) evaluaron la actividad ovicida de extractos de
plantas contra el nematodo Cooperia punctata utilizaron un control negativo de DMSO al 2.5 % durante 48 h, y
obtuvieron una susceptibilidad de 4.71%.
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La preparacion de los bioensayos es diferente dependiendo del producto quimico a utilizar, si el producto es
hidrofébico se utiliza DMSO. Existe poca informacion sobre la influencia del DMSO como agonista o antagonista de
los farmacos que se diluyen en él, asi como la susceptibilidad de organismos benéficos para el control bioldgico y que
se encuentran

en el medio ambiente donde se eliminan los productos o metabolitos utilizados como los NEP por lo cual el objetivo
del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad de nematodos entomopatdgenos de suelos a dimetil sulféxido al 5%

METODOLOGIA

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia y Control Bioldgico de la Universidad de Guanajuato
(LPCB-UG). Se utilizaron nematodos entomopatdgenos NEP pertenecientes al LPCB-UG y la metodologia de
evaluacion fue la de inhibicién de la migracion larvaria de Demeler et al. (2010).

Para cada ensayo se necesitaron aproximadamente 50 a 80 IJ (infectivo juvenil) en 200 pl. En una placa de 24 pozos
se colocd un tratamiento testigo con 200 pl de 1J y 1000 pl de agua destilada, un tratamiento con DMSO al 5% del
volumen total, 200 pl de 1J y agua destilada, cada tratamiento const6 de cuatro repeticiones. La placa se dejo6 incubar
con los tratamientos en completa oscuridad durante 24 h a 25+1°C. Pasadas las 24 h se realizaron los conteos de 1J
Vivos y muertos en un microscopio estereoscépico, posteriormente el contenido fue transferido a otra placa de pozos y
se paso a través de filtros maya de 25 pl y se incub6 por 24 h a 25+1°C, transcurrido el tiempo se retiraron los filtros y
se procedid a contar vivos y muertos.

Inicialmente los resultados fueron transformados a porcentajes y se corrigieron las mortalidades aplicando la formula
de Sun-Shepard y posteriormente se realizé la transformacion angular (Arc Sen ™) para normalizar los datos. Al final
se realiz6 un andlisis de varianza con un arreglo factorial (Factor A: Cepa; Factor B: Cepa del nematodo y Factor C: el
tiempo de duracién de la evaluacion) y una prueba de separacion de medias por el método de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a las condiciones en que se realizaron los experimentos se encontré que los resultados variaron de 0 al
81.01% respecto al grupo testigo. El tratamiento de H,O/DMSO 5% obtuvo el mayor porcentaje de susceptibilidad en
la cepa de nematodos M1 a las 48 horas y el menor porcentaje de susceptibilidad en la cepa M18 a las 24 horas.

El analisis de varianza mostré diferencias significativas entre tratamientos (P<0.0001). Respecto al tratamiento la
prueba de Tukey formé dos grupos donde el mas sobresaliente es el H,O/DMSO 5%; el anélisis de varianza también
demostrd diferencia significativa en el factor de tiempo de duracion de la evaluacion (P<0.0007), donde la mayor
susceptibilidad ocurre a las 48 horas; finalmente no existen diferencias significativas entre las muestras (P<0.0835).

Tabla 1. Susceptibilidad de nematodos entomopatégenos a dimetil sulfoxido al 5%.

TRATAMIENTO M1 a M4 a M13 a M18 a
24hb 48ha 24hb 48ha 24hb 48ha 24Db 48 a
H,O/DMSO 5% a | 69.09+1.59 | 81.01+#11.91 | 51.23+5.55 | 62.53+20.67 | 46.18+14.49 | 74.33+8.77 | 44.84+3.85 | 68.65+22.83
TESTIGOH;O b 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

*Diferentes literales por linea (muestras y tiempo) y por columna (tratamiento) indican diferencias significativas
(P<0.05). DMSO: dimetilsulfoxido; h: horas; H,O: Agua; *: desviacion estandar; M: Cepas de nematodos.

De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo de la investigacion se determind la susceptibilidad de nematodos
entomopatdgenos a dimetil sulféxido al 5%.

Ferreira et al. (2011) evaluaron las propiedades mosquicidas del timol en combinacién con DMSO contra huevos y
adultos de B. similaris. Realizaron tratamientos en combinacion y el testigo con DMSO al 1% en 160 huevos de 10
dias y 160 jovenes de 30 dias. Los resultados del testigo con DMSO mostraron una susceptibilidad del 10%. El
anterior estudio denota baja susceptibilidad a comparacién de los resultados obtenidos en el presente estudio,



probablemente porque B. similaris no se encuentra en constante contacto con dimetil sulfoxido a diferencia de los
nematodos entomopatégenos aislados de suelos pecuarios.

Son-de Fernex et al. (2016) determinaron y evaluaron la actividad ovicida de extractos de cuatro especies de plantas
contra C. punctata. Utilizaron 100 huevos/200 ul en una placa de 24 pozos con sus respectivos tratamientos y un
testigo de DMSO al 2.5%, con 4 repeticiones para cada dosis y se incubaron a 27°C por 48 horas, obteniendo asi una
susceptibilidad de 4.71% en el testigo de DMSO. En este estudio al igual que el anterior se obtiene susceptibilidad a
DMSO, sin embargo, fueron menores de los resultados obtenidos en el presente estudio, probablemente debido a que
se evalué el efecto ovicida y no el dafio al nematodo infectivo.

CONCLUSIONES
Existe susceptibilidad de nematodos entomopatégenos de suelos a DMSO al 5 %.
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DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DURANTE LA REMOCION DE METALES
PESADOS POR CEPAS FUNGICAS

Oscar Guadalupe Castillo Martinez!, Fernando Martinez Armenta’ y Varinia Lopez Ramirez?
RESUMEN

La contaminacién por metales pesados en México es un problema debido a su uso y generacién en diversas
actividades industriales. La curtiduria es la principal fuente de contaminacién por cromo en Guanajuato, debido al uso
de sales de este metal para el procesamiento de pieles. En este estudio se evaluo la capacidad de tolerancia a cromo y
la cinética de crecimiento por parte de un aislado fungico M008. La cepa M008 tolera y es capaz de desarrollarse en
presencia de cromo (800 uM-5 mM), sin embargo, al aumentar la concentracion de cromo su fase de adaptacion al
medio es mayor. El aislado M008 resulta un buen candidato para evaluar su tolerancia y remocién a cromo, en
consorcio y su posible aplicacidn a técnicas de biorremediacién.

ABSTRACT

Heavy metal pollution in Mexico is a problem due to its use and its production at different industrial activities.
Tannery is the main source of chromium contamination in Guanajuato, due to the use of chromium salts for the skins
processing. In this study, we evaluated the chromium tolerance capacity and the growth kinetics of a fungal isolate
MOO08. The strain M008 was able to grow in the presence of chromium (800 uM-5mM), however, increasing the
chromium concentration prolongs its adaptation phase to the medium. The isolate M008 is a good candidate to
evaluate its tolerance and removal to chromium, in consortium and its possible application to bioremediation
techniques.

Palabras clave: Tolerancia, remocion, hongos, metales pesados, cromo
INTRODUCCION

Los metales pesados son contaminantes tdxicos para el ambiente por tener efectos nocivos a nivel de toda la cadena
tréfica, en especial el Cd, Cr y Hg son relevantes debido su persistencia y toxicidad (Beltran & Gomez, 2016). La
contaminacién por metales pesados en México es un problema que va en aumento debido a la actividad
antropogénica, especificamente la mineria. Los metales contaminantes mas importantes en México, dada su toxicidad
y abundancia son: mercurio, arsénico, plomo y cromo (Covarrubias & Pefia, 2017). Los organismos Vivos se
encuentran expuestos en la naturaleza a los metales pesados en sus formas ionizadas, mismos que ejercen efectos
téxicos sobre éstos. Dicha exposicion a los metales selecciona y mantiene variantes microbianas capaces de tolerar sus
efectos nocivos (Cervantes et al., 2006). EI cromo es un metal pesado que puede encontrarse en diferentes formas en
la naturaleza, dependiendo de su estado de oxidacion. Las formas quimicas mas comunes son el Cr (0), Cr (3+) y Cr
(6+), siendo este Ultimo su forma mas téxica (ATSDR, 2012). Distintos mecanismos de resistencia a estos efectos
téxicos han sido identificados en especies bacterianas, protistas y en hongos (Cervantes et al., 2006). En el presente
trabajo se evalud la capacidad de tolerancia a cromo y la cinética de crecimiento del aislado fangico M008 de la
coleccidn del Laboratorio de Diversidad e Interaccion Microbiana del ITESI, para su posterior aplicacion en consorcio
y evaluar la posible capacidad de remocion de cromo en medio liquido.

METODOS Y MATERIALES

l. Preparacion de soluciones stock
Se preparé una solucién madre de dicromato de potasio a 0.5 M y posteriormente se esterilizé por filtracion.

Il.  Cinética de crecimiento
Se prepararon frascos de vidrio con 30 mL de Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS) con tres diferentes concentraciones
de cromo (800 pM, 3 mM y 5 mM), 24 frascos por cada concentracion de cromo, y se inocularon con el aislado
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MO008, también se realizaron controles con inoculo y sin concentracion de cromo y ademas tres controles de metal
(uno por cada concentracién de cromo) los cuales solo contenian CDS y cromo. Se dividieron los 24 frascos en 8
tiempos de medicidn, cada tiempo con su respectivo control y 3 réplicas. Las mediciones de biomasa se realizaron
cada 48 horas, por la técnica de peso seco. Al termino de las 8 mediciones se graficaron los resultados de crecimiento
de biomasa para observar la cinética de crecimiento del hongo con y sin estrés por cromo.
Ill.  Técnica de Peso seco

Se pesaron 15 piezas de papel filtro con un diametro de 6 cm y se realizé un promedio para hacer la diferencia de peso
entre la biomasa y el papel filtro de las muestras. Las muestras se filtraron a vacio en un filtro con tamafio de poro
estandar, después de ser filtradas se colocaron en una termobalanza y se puso en funcionamiento el equipo, se registro
el peso de la muestra (peso seco).

RESULTADOS

A continuacion, se muestra la cinética de crecimiento del aislado M008 en medio liquido con cromo 800 uM.
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Figura 7. Cinética de crecimiento del aislado M0O08 en presencia de cromo 800 uM por técnica de peso seco

En la Figura 1, se observa la cinética de crecimiento de M008 por la técnica de peso seco, con 8 puntos de medicién
en intervalos de 48 horas, se observa que la fase exponencial en los controles comienza inmediatamente a las 48 horas
de crecimiento, en cambio en los tratamientos con cromo esta fase comienza hasta las 96 horas, esto indica que la fase
de adaptacion es mas amplia cuando existe cromo en el medio. EI comienzo de la fase estacionaria se observa a las
336 horas en los controles y en los tratamientos con cromo, sin embargo, el punto 6 (288 horas) en los controles se
desfaso y esto puede ser debido a un error de operacion de la técnica. La fase de muerte no se aprecia en la Figura 1,
por lo que son necesarios mas puntos de evaluacion.

La cinética de crecimiento de M008 por la técnica de peso seco se muestra en la Figura 2.
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Figura 8. Cinética de crecimiento del aislado M008 en presencia de cromo 3 mM por técnica de peso seco



La cinética de crecimiento consta de 8 puntos de medicidn cada 48 horas, se observa que la fase exponencial en los
controles comienza a las 96 horas de crecimiento, en cambio en los tratamientos con cromo esta fase comienza hasta
las 240 horas, esto indica que la fase de adaptacién es prolongada en presencia de cromo. ElI comienzo de la fase
estacionaria en el medio sin metal se observa a las 288 horas de incubacion, sin embargo, esto no puede ser aseverado
debido a que este punto esta desfasado y esto pudo ser debido a un error de operacion, en los tratamientos con cromo
no se observa fase estacionaria debido a que el crecimiento de biomasa en presencia de cromo es menor en
comparacion con el control. Por otra parte, en el medio sin metal se observa que el inicio de la fase de muerte a las
336 horas de crecimiento y en los tratamientos no se aprecia este comportamiento, para lo cual, serian necesarios un
mayor nimero de evaluaciones.

En la Figura 3 se muestra la cinética de crecimiento de M0O08 en presencia de cromo 5 mM por la técnica de peso
seco,
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Figura 9. Cinética de crecimiento del aislado M008 en presencia de cromo 5 mM por técnica de peso seco

La cinética de crecimiento consta de 8 puntos de medicién uno cada 48 horas, se observa que la fase exponencial en
los controles comienza a las 48 horas de crecimiento, en cambio en los tratamientos con cromo esta fase no se
observa, esto indica que la fase de adaptacién es muy prolongada a 5 mM de cromo. El inicio de la fase estacionaria
no se observa en presencia de cromo. EI comportamiento de la cinética de los tratamientos con cromo puede deberse a
la alta concentracion de este metal en el medio, la cepa tolera esta concentracion pero su crecimiento no es
significativo.

DISCUSION

La tolerancia a cromo y el empleo de aislados fingicos para su remocion ha sido reportado previamente (Garcia et al.,
2017), sin embargo, las concentraciones que se han empleado estan por debajo de las empleadas (300-1000 pg/mL) en
este trabajo (800 uM, 3 mM y 5 mM). La cepa M008 utilizada en este trabajo no fue aislado de un sitio contaminado a
diferencia de las cepas reportadas por Garcia et al. (2017), y presenta un gran potencial de tolerancia a este metal
pesado. Por otra parte, Levinskaité (2002) en su trabajo, reporté hongos aislados de suelo con capacidad de tolerancia
a Cr® [0.2-2 mM], de los géneros Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp.,
Mucor sp., Penicillium sp., Rizhopus sp., Talaromyces sp. y Trichoderma sp. Los diferentes mecanismos descritos
para explicar la tolerancia de los hongos frente Cr®*, involucran mecanismos extracelulares, intracelulares, biosorcion,
reduccion directa e indirecta, biotransformacion, transporte y bioacumulacion. Por su parte, Beltran & Goméz (2016)
sugieren que la quelacién puede ser un mecanismo alternativo de algunos aislados para tolerar Cadmio (Cd), Cromo
(Cr) y Mercurio (Hg). En nuestro caso, es probable que el aislado M008 presente algunos de estos mecanismos frente
a estrés por cromo, la determinacion del tipo de mecanismo involucrado se propone para posteriores estudios con este
aislado, asi como la aplicacion de técnicas de Espectroscopia de Absorcion Atémica y analisis de ICP-masas para
determinar y poner de manifiesto si este aislado remueve el cromo del medio y determinar si dicho proceso lo realiza
por algin mecanismo en especifico como bioacumulacion, quelacién o reduccion de Cr®* a Cr** y puntualizar su
aplicacion en biorremediacion.



CONCLUSIONES

La cepa MOOS8 tolera y es capaz de crecer en concentraciones de 800 uM, 3 y 5 mM, sin embargo, conforme aumenta
la concentracidn de cromo en el medio su metabolismo se ve afectado y esto se refleja en la cinética de crecimiento
por peso seco al prolongarse la fase de adaptacion. Este fendmeno es mas evidente comparando la cinética de
crecimiento a 800 uM con la de 5 mM dado que en la concentracién de 5 mM todas las mediciones recaen en fase de
adaptacion. La evaluacion del mecanismo por el cudl el aislado MO08 es capaz de desarrollarse en presencia de
metales pesados sera objeto de nuevos estudios.
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DETECCION DE Listeria spp. Y Salmonella enterica EN FRESAS DE IMPORTACION PROVENIENTES DE
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA EN MEXICO

Osvaldo Castafieda Martinez'y Dr. Gerardo Manuel Nava Morales?
RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia de Salmonella enterica y Listeria spp. en fresas
importadas de EE.UU. y expedidas en centros comerciales de Querétaro, México. S. enterica es uno de los patdgenos
mas importantes causantes de gastroenteritis por via alimentaria. Por otro lado, Listeria spp causa una zoonosis poco
frecuente en humanos, pero extremadamente grave. El muestro de fresas se realizd en la Cd. de Querétaro en 10
diferentes supermercados. Para el aislamiento de los patégenos se utilizaron medios de pre-enriquecimiento,
enriquecimientos y agares selectivos. Se detect6 la presencia de S. enterica y Listeria spp. en las muestras analizadas.
Estos resultados indican que las fresas importadas de EE.UU. son una potencial fuente de estos patégenos para los
consumidores mexicanos.
ABSTRACT

The objective of this work was to determine the presence of S. enterica and Listeria spp. in commercial strawberries
produced in the USA, imported and retailed in Querétaro, Mexico. S. enterica is an important pathogen and causes the
most common intestinal infections transmitted by food. On the other hand, Listeria spp causes Listeriosis, a rare
zoonosis in humans, but extremely serious disease. The microbiological analysis of strawberries was carried out in
Querétaro city, in 10 different supermarkets. Pre-enrichment, enrichments and selective media were used to determine
the presence these pathogens. S. enterica and Listeria spp was detected in strawberries imported from USA and
retailed in Mexico. These results indicate that imported berries could represent an important source of these
pathogens.

Palabras clave: Fresas, Salmonella, Listeria, Contaminacion
INTRODUCCION

Los Miembros de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han expresado su preocupacion por mejorar la inocuidad de los alimentos
(FAO/WHO, 2004). Mas de 200 enfermedades conocidas son transmitidas mediante alimentos (FL., 1982). Las
causas de las enfermedades transmitidas por los alimentos incluyen virus, bacterias, parésitos, toxinas, metales y
priones, y los sintomas de las enfermedades transmitidas por alimentos van desde gastroenteritis leves hasta sindromes
neurolégicos, hepaticos y renales potencialmente mortales. En los EE.UU., se estima que las enfermedades
transmitidas por los alimentos causan entre 6 y 81 millones de enfermedades y hasta 9,000 muertes cada afio (Archer
DL, 1985).

Entre las principales bacterias patégenas se encuentra Listeria monocytogenes bacteria Gram-positiva intracelular que
ha sido implicado en la Gltima década en varios brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos. La listeriosis,
con una tasa de mortalidad de alrededor del 24%, se encuentra principalmente en mujeres embarazadas, sus fetos y
personas inmunodeprimidas, con sintomas de aborto, muerte neonatal, septicemia y meningitis (Peterkin, 1991). Otro
patégeno importante es S. enterica el cual constituye un género de bacterias, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, integrado por células en forma de bacilo, no esporuladas y habitualmente moviles mediante
flagelos peritricos. Son bacterias Gram-negativas, de metabolismo anaerobio facultativo, que reducen los nitratos a
nitritos y que fermentan la glucosa produciendo acido y gas (Ledn-Velarde, 2012). El Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) estiman que S. enterica causa 1 millén de enfermedades transmitidas por los
alimentos cada afio en los Estados Unidos. Durante los tltimos afios, los brotes de la enfermedad de S. enterica se han
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relacionado con pepinos, pollo, huevos, pistachos, atin crudo, brotes y muchos otros alimentos contaminados (CDC,
2018). Entre ellos se encuentra la fresa, siendo un alimento perecedero que recibe un procesamiento nulo o minimo
(Hazards, 2014). Las bacterias entéricas pueden aparecer en la superficie de las frutas en determinadas circunstancias,
especialmente si ha habido una exposicidn directa o indirecta reciente a la contaminaciéon microbiana (Carlos A.
Gomez Aldapa, 2017). Las fresas frescas se han asociado con enfermedades transmitidas por los alimentos causadas
por E. coli O157: H7 y S. enterica (Carlos A. Gomez Aldapa, 2017). Por lo tanto, es fundamental conocer la calidad
microbioldgica de las fresas que se expenden en México. El objetivo del presente estudio fue investigar la presencia
de S. enterica y Listeria spp en fresa de importacion proveniente de EE. UU. en supermercados locales en estado de
Querétaro, México.

METODOS Y MATERIALES

Recoleccion de fresas: Fresas, frescas y maduras empaquetadas importadas de EE.UU. fueron adquiridas en 10
supermercados locales en Querétaro (2 muestras por local). Las fresas fueron manejadas en condiciones asépticas y
transportadas al laboratorio el mismo dia de la compra.

Aislamiento de S. enterica: Se utilizaron fresas completas pesando 200+2g por duplicado de cada muestra después
colocandolas en 200 mL de agua peptonado bufferada (BWP) como caldo de pre enriquecimiento en bolsas estériles,
incubadas durante 18-24 hrs. Posteriormente se inoculo 1ml y 0.1ml de BWP, en caldo Tetrationato con Novobiocina
y Rappaport-Vassiliadis con Novobiocina como caldos de enriquecimiento, incubados a 42°C+2°C y 35+2°C
respectivamente por 18-24 hrs. Se cultivo en agar XLD y Hektoen como medios selectivos, se incubaron a 37°C+2°C
durante 18 hrs. Finalmente se recolectaron las colonias, en el agar Hekton se observaron colonias verdes claras,
convexas y con precipitado negro por la produccién de sulfuro de hidrégeno, mientras que en el agar XDL se
observaron colonias rojas con centro negro. A continuacion se transfirieron a Caldo Soya Tripticaseina y se incubaron
a 35x2°C por 24 horas. Finalmente se almacenaron los aislamientos con glicerol para posteriores anélisis mediante
métodos moleculares.

Aislamiento de Listeria spp: Se utilizaron fresas completas pesando 200£2g por duplicado de cada muestra después
colocandolas en 200 mL de agua peptonada bufferada (BWP) como caldo de pre enriquecimiento en bolsas estériles
incubadas durante 18-24 hrs. Se procedié posteriormente a inocular en caldo Fraser mas 15¢g de agar por litro y se
incubaron a 37°Cx2°C durante 18-24 hrs. Finalmente se recolectaron las colonias color azul-verdoso con halo
opalescente, a continuacion se transfirieron a Caldo Soya Tripticaseina y se incubaron a 35+2°C por 24 horas.
Finalmente se almacenaron los aislamientos con glicerol para posteriores analisis mediante métodos moleculares.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al llevar a cabo el muestreo en los diferentes supermercados se observé que de las 40 muestras seleccionadas, 2
muestras fueron positivas a S. enterica, representando una prevalencia del 5.0%. En el caso de Listeria spp, 7
muestras resultaron positivas al patégeno, lo que representa una prevalencia del 17.5%. La presencia de estos
organismos se puede deber a que las plantas de fresas pueden cultivarse en suelos o cultivos sin suelo en entornos
protegidos o en campos abiertos, ademas son usualmente cosechados manualmente y, para evitar dafios mecanicos, se
pueden recoger directamente y colocar en su final embalaje (EFSA,2014).

En el caso de S. enterica esta se desarrolla en rangos de temperatura de 7°C-45°C, pH 4.5-9.5 y a una actividad acuosa
de 0.94-1.00 (D'Aoust, 1997), dado que la fresa contiene un pH ligeramente &cido no es comudn la presencia de S.
enterica. Una investigacion llevada a cabo por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA), detectd la presencia de S. enterica en uno de 143 muestras de fresas importadas, lo cual representa un
0.6% de prevalencia. En general, la prevalencia de S. enterica en las frutillas es baja; sin embargo, los resultados
deben interpretarse con precaucion ya que solo se ha probado un nimero limitado de muestras.

Por otro lado Listeria spp se encontré con mayor prevalencia en la fresas esto ha sido relacionado a estudios recientes
donde se ha demostrado la presencia de Listeria spp en alimentos, un ejemplo se observo en estudio realizado por
Sanchez y colaboradores reportaron la presencia de L. monocytogenes en 2% de las muestras de alimentos preparados
de una planta congeladora en Nuevo Ledn (Sanchez FJ, 2006). Un aspecto de importancia para el crecimiento de L.
monocytogenes es que el rango de temperaturas de -1.5°C-45°C, asi como en un rango de pH que es de 4.0-9.6, por
otra parte parece ser relativamente tolerante a las condiciones acidas (Lado B, 2007) ademas asi mismo Flessa y
colaboradores demostraron que la supervivencia de L. monocytogenes en las superficies de las fresas es generalmente



mejorado cuando las temperaturas de almacenamiento son reducido a 10°C- 8°C (Flessa S., 2004); también se ha visto
que Listeria spp tiene la facultad de adherirse a las superficies, formando biopeliculas para protegerse de la accion de
los tratamientos antimicrobianos (Mufioz, 2011) ya que la fresa se encuentra en constante refrigeracién y pasa por un
minimo proceso de desinfeccion esto aumenta la probabilidad de crecimiento de Listeria spp.

En base a los resultados obtenidos se hace referencia a que algunos factores involucrados en la contaminacion en
frutillas son las condiciones climaticas particulares, el uso de aguas residuales contaminadas agua agricola, ya sea para
riego o para la aplicacion de productos quimicos agricolas tales como fungicidas y contaminacion asi como por
contaminacién cruzada por cosechadores, manipuladores de alimentos y equipo en la cosecha o después de la cosecha
(EFSA, 2014). Ya que existen estos problemas de contaminacion han surgido una variedad de brotes en frutillas
durante los Ultimos afios como se observa en la siguiente tabla.

Bayas Forma Lugar de Pat6geno Afio | Localizacion | Numero de | Aislamientos/
origen del brote casos detectados en
(muertes) el producto
Aréandano Fresca Nueva Hepatitis A 2002 Nueva 43 (1) Si
Zelanda Zelanda
Arandano Fresca NR Salmonella 2009 Estados 14 (0) NR
Muenchen Unidos
Aréandano Fresca Estados Salmonella 2010 Estados 6 (0) NR
Unidos Newport Unidos
Frambuesa Fresca Guatemala C.cayetanesis | 1996 Estados 850 (0) No
Unidos
Frambuesa Fresca Guatemala C.cayetanesis | 1997 Estados 1012 (0) No
Unidos

Tabla 4 Brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos asociadas con bayas comunes como vehiculo
alimenticio, (M. Palumbo, 2013)

Dado que los alimentos importados pasan por estrictas normas de salubridad se esperaria que no estuvieran
contaminados; sin embargo como se determind en el presente estudio los agentes patogénicos se encontraron
presentes debi6 a esto es importante realizar este tipo de estudios para determinar la prevalencia de organismos
patdgenos en los alimentos y aplicar acciones correctivas para la disminucién de los mismos.

CONCLUSIONES

En este estudio se demostrd la presencia de agentes patolégicos como son S. enterica y Listeria spp en fresas
importadas de EE.UU, dados los resultados obtenidos se puede hacer mencién que las fresa es una importante fuente
de transmision de estos patdgenos, ademas es de importancia realizar este tipo de estudios ya que nos brinda
informacién acerca de donde pueden surgir brotes e identificar el sitio de origen de donde previenen de igual nos
ayuda a la realizacién de actividades preventivas en contra de brotes que puedan surgir posteriormente.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE COLONIZACION POR HONGOS ENDOFITOS EN PLANTAS
DE PHASEOLUS VULGARIS

Rafael Cano Segura y Adan Topiltzin Morales Vargas
RESUMEN

Los hongos endéfitos son microorganismos que viven en asociacion con plantas la mayor parte o todo su ciclo de
vida, desarrollandose dentro de los tejidos internos sin causar algin sintoma de enfermedad. Los hongos enddfitos
confieren ciertos beneficios a la planta huésped y son responsables de la adaptacion de las plantas frente a diferentes
tipos de estrés tanto bidtico como abiotico. El objetivo del proyecto fue inocular y recuperar distintos hongos
enddfitos en plantas de Phaseolus vulgaris. Se evalud el efecto del hongo sobre las plantas midiendo: cantidad de
hojas, altura y didmetro del tallo. Para comprobar que hubo colonizacién en la planta y que fuera el mismo hongo que
se inocul6, se hizo un tratamiento microbioldgico para recuperar el hongo de raiz y hoja, colocando trozos de estos en
medio PDA vy asi observar crecimiento y morfologia del hongo, para posteriormente compararlo con el que se inoculo.
El experimento se llevd a cabo en las areas verdes de la Universidad de Guanajuato campus Celaya Salvatierra, sede
mutualismo. Se adapté el espacio utilizando malla sombra y delimitando la zona para protegerlo de las lluvias. Como
disefio experimental se emple6 bloques al azar con 6 repeticiones por cada Hongo endéfito. El anélisis indicd que el
hongo H-9 tuvo mayor efecto sobre la altura y trifolios en contraste, H-mov2 tuvo la menor altura y diametro, los
demés no tuvieron diferencias significativas con el control. Se comprob6 que hubo colonizacién con los mismos
hongos que se inocularon.

ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that live in association with plants for most or all their life cycle, developing
inside the internal tissues without causing any symptoms of disease. Endophytic fungi confer certain benefits to the
host plant and are responsible for the adaptation of plants to different types of stress, both biotic and abiotic. The
objective of the project was to inoculate and recover different endophytic fungi in plants of Phaseolus vulgaris. The
effect of the fungus on the plants was evaluated by measuring: number of leaves, height and diameter of the stem. To
evaluated that there was colonization in the plant and that it was the same fungus that was inoculated, a
microbiological treatment was done to recover the root and leaf fungus, placing pieces of these in PDA medium and
thus observe growth and morphology of the fungus, for later compare it with the one that was inoculated. The
experiment was carried out in the green areas of Universidad de Guanajuato campus Celaya Salvatierra, sede
mutualismo. The space was adapted using shade cloth and delimiting the area to protect it from the rains. As an
experimental design, random blocks were used with 6 repetitions for each endophyte fungus. The analysis indicated
that the fungus H-9 had greater effect on height and contrasting trifolium, H-mov2 had the lowest height and diameter,
the others had no significant differences with the control. It was found that there was colonization with the same fungi
that were inoculated.

Palabras Clave: endofito, inoculacion, Phaseolus vulgaris, colonizacién.

INTRODUCCION

En la naturaleza todo organismo vivo estd en interaccién con distintas comunidades de diferente especie, por ello
existen distintas asociaciones inter-especificas, estas asociaciones forman parte de las estrategias de los seres vivos
para sobrevivir. Las plantas estan en contacto, con diversas comunidades de hongos y bacterias, por lo que han
desarrollado distintas asociaciones, el tipo de interaccién depende de las condiciones en las que se encuentre el
organismo y su capacidad de colonizar los tejidos (Abello y Kelemu, 2007). El termino endofito se refiere a todo
hongo y/o bacteria capaz de colonizar los tejidos de la planta y pasar la mayor parte de su ciclo vital sin causar dafio
visible a la planta. Se conocen dos tipos de transmision de los hongos enddfitos en base a su forma de vida:
transmision vertical y transmision horizontal (Saikkonen et al., 1998). La mas comun es la transmision horizontal,
sucede mediante la produccidn de esporas externas y su consiguiente dispersion en el aire para colonizar otras plantas.
Con menor frecuencia se produce la transmision vertical, cuando la semilla es colonizada por el hongo y de esta
manera se transmite a la nueva planta. Los hongos enddfitos tienen diversos efectos sobre la planta: como inducir
factores relacionados con procesos de resistencia a plaga y estrés abiotico, mejora de crecimiento y proteccién ante
otros pat6genos.
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Estos microorganismos pueden pasar la mayor parte de su vida dentro del tejido de las plantas sin causar dafio visible,
pero un cambio en las condiciones puede volver al hongo patdgeno para la planta. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de diversos hongos enddéfitos sobre plantas de Phaseolus vulgaris.

METODOS Y MATERIALES

Seleccién de semillas: Se utilizaron semillas de frijol pinto villa, se procurd seleccionarlos por tamafio uniforme y
que visualmente no presentaran dafios. Para asegurar su viabilidad, se coloraron en un vaso de precipitado de 1 litro
con 700 ml de agua, las semillas que flotaban fueron descartados ya que presentaban dafio.

Tratamiento de semillas e inoculacién: Para asegurar la inoculacion las semillas de frijol estas fueron sumergidas en
un vaso de precipitado de 1 L con una solucién de hipoclorito de sodio al 6% por un minuto y posteriormente
colocados en una hoja de aluminio para secarse. Para el proceso de inoculacion se usaron los siguientes materiales:
solucion de sacarosa al 30% m/v, tubos de pléstico de 50 ml, Espétula drigalskyde, hojas de aluminio de 5 cm x 5¢m,
vaso precipitado de 50 ml, mechero, alcohol. Todo el material fue esterilizado con calor himedo en una autoclave a
una presion de 15 libras lo que permite que la camara alcance una temperatura de 121°C. El tiempo de esterilizacion
fue de 15 minutos. El procedimiento se realizé en una campana de flujo laminar para asegurar las condiciones
estériles. Se colocod 30 ml de sacarosa a cada tubo de 50 ml para que cada tubo tuviera la cantidad necesaria para
posteriormente esparcir al medio de cultivo la solucion de sacarosa con el hongo endéfito. Con la espatula drigalskyde
se mezcl6 la sacarosa con las la superficie del medio de cultivo, asegurando que en la solucidn quedaran atrapadas el
mayor nimero posible de esporas. Se vertio la sacarosa con esporas al tubo de 50 ml, con ayuda de pinzas estériles se
colocaron seis semillas de frijol en él y se mezcl6. Se retiré el sobrenadante dejando solo las semillas. Se colocaron las
semillas en una hoja de aluminio y se hicieron dobleces para dar estructura de bolsa, el proceso se repite para cada
hongo vy al finalizar se dejaron secar las semillas inoculadas por 24 horas.

Esterilizacion de sustrato y macetas: Para el experimento se utiliz6 sustrato peat moss Para asegurar la inocuidad al
sembrar, se esteriliz6 dentro de bolsas cerradas de plastico en una autoclave a 121 ° C y 15 libras de presion por 15
minutos. Se usaron macetas de plastico con capacidad de 1 litro y fueron lavadas con jabén comercial, después de
enjuagarlas se rociaron con hipoclorito de sodio al 6%.

Tratamientos y disefio experimental: Se sembraron seis semillas inoculadas por tratamiento en macetas de plastico
a 1.5 cm de profundidad. Se regé cada 3 dias. Después de 4 semanas se midio la altura de la planta de base al apice
con ayuda de un flexdmetro, para el diametro de tallo se utilizé un vernier y se contabilizaron los trifolios. Se utilizd
un disefio experimental de bloques al azar para analizar los datos.

Anélisis estadistico: Las variables respuesta: altura, didmetro y trifolios, estos datos fueron analizados mediante el
uso del software estadistico Infostat, para evaluar diferencias estadisticas entre tratamientos.

Procesamiento de la planta para recuperar el hongo enddfito: Para este procedimiento se usé: tarja de pléstico,
frascos de vidrio de 50 mL estériles, pinzas, bisturi, vaso precipitado de 50 ml, placa de vidrio de 30 cm x 20 cm,
alcohol al 70%, hipoclorito de sodio al 6%, agua destilada estéril, medio PDA con antibiético (cloranfenicol 0.1%),
vaso precipitado de un litro, mechero y pipeta de 100 ml. Después de 21 dias después de la siembra de las semillas se
separ0 la planta de la maceta, y se limpi6 la raiz con agua para retirar el exceso de suelo, posteriormente se hizo un
corte para separar la parte aérea de la raiz. El procedimiento para tejido de raiz y hoja es similar; pequefias cantidades
de muestra de raices y hojas fueron sumergidas secuencialmente en solucién de hipoclorito de sodio al 2.5% (5 min),
etanol al 70% (5 min) y posteriormente sumergidas en tres lavados de agua destilada estéril. Las raices y hojas
desinfectadas fueron cortadas en pequefios segmentos (aproximadamente de 5 x 5 mm para hoja y 5 mm de largo para
raices) en area estéril y se colocaron en cajas Petri por separado en medio PDA. Para el control del procedimiento y
técnica se manejaron 3 controles diferentes en medio PDA: 1. Control del ultimo lavado con agua destilada estéril
(200 pL de muestra de agua de lavado). 2. Impresion del envés de la hoja en medio Sabouraud y 3. Las placas
inoculadas fueron incubadas a 28°C. Las placas fueron monitoreadas dia con dia para observar el crecimiento de los



hongos enddfitos de raices y hojas. Después del tiempo de incubacion los hongos que crecieron sobre los cortes de
raices y hojas fueron transferidos en nuevas placas con medio PDA.

RESULTADOS

Andlisis estadistico de las variables: diametro, altura y trifolios

La figura 1 recopila el andlisis de varianza y comparacion de medias en un histograma. Se aprecia que el tratamiento
H-111 tuvo mayor efecto sobre el diametro de la planta ya que como se planted, los hongos endéfito estimulan
elicitores y compuesto que afectan al crecimiento de la planta, también hubo diferencia significativa entre H-112, H-
15, H-3.H-9, H-32 respecto a H-MOV?2 que al contrario de los demas tratamientos hizo que el diametro de la planta
fuera menor que la del control.
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Figura 1. Histograma del andlisis de varianza y comparacion de medias entre tratamientos. Test de Duncan con
(p>0.10).

En el histograma de la figura 2 se observa que el tratamiento H-9 y H-15 tuvieron diferencia significativa respecto al
control en contraste con la figura 1, estos tratamientos no obtuvieron diferencias significativas en su didmetro. El
tratamiento H-32 tuvo el menor nimero de trifolios.
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Figura 2. Histograma del andlisis de varianza y comparacién de medias entre tratamientos. Test de Duncan con
(p>0.10).
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Figura 3. Histograma del analisis de varianza y comparacion de medias entre tratamientos. Test de Duncan con
(p>0.10).

La figura 3 indica que el tratamiento H-9 fue el Unico con diferencia significativa respecto a los demas tratamientos,
obteniendo la mayor altura y en comparacion con las otras variables obtuvo el mayor nimero de trifolios. El
tratamiento con H-MOV2 demostré tener efecto contrario a los demas tratamientos ya que se obtuvieron alturas y
diametros menores al control. El tratamiento H-111 tuvo solo efecto en el didametro pero no en la altura ni nimero de
trifolios, cada hongo tuvo efecto diferente sobre alguna de las variables.

Comparacion de hongos inoculados con los recuperados

La figura 4 muestra la comparacion para verificar que sea el mismo hongo que se inocul6, se aprecia que las
tonalidades y textura algodonosa del H-111 son similares. La tonalidad de H-114 que se inoculé es diferente al
recuperado debido al tiempo y condiciones a las que se sometieron.

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de los hongos endéfitos en medio PDA (A: recuperado, B: inoculado).



CONCLUSIONES

Los hongos endéfitos tuvieron diversos efectos sobre la planta, siendo la colonizacion con H-9 y H-15 los mas
efectivos.H-9 y H-15 deberan ser caracterizados para su posible posterior estudio.

Cada hongo tuvo un efecto similar pero no igual entre ellos, destacando que algunos tenian poca altura pero didmetro
y trifolios numerosos, o poco diametro y altura pero nimero de trifolios mayores al control

La asociacion resultd ser beneficiosa para la planta, a pesar de que las condiciones climaticas eran muy himedas y
favorables para el hongo, estos no se volvieron patdgenos para la planta

BIBLIOGRAFIA
Schulz,B.,Boyle,C.,& Siebrer,T.. (2004). Soil Biology Series. Alemania: Ajit Varma.
Recco,M,.Molina,G.,Paula,A.,Mardéstica,M,P.,& Pastore,M,G.. (2010, Agosto 9). “The Use of Endophytes to Obtain
Bioactive Compounds and Their Application in Biotransformation Process,”. Biotechnology Research International,
vol. 2011, 11. 2018,agosto 12, Hindawi.
Xiang,S & Liang-Dong, G (2012) Endophytic fungal diversity: review of traditional and molecular techniques,
Mycology, 3:1, 65-76.
Abello, J. F., & Kelemu, S. (2007). Hongos endofitos: ventajas adaptativas que habitan en el interior de las plantas.
Corpoica Ciencia Y Tecnologia Agropecuaria, 7(2), 55-57. https://doi.org/10.21930/rcta.vol7_num2_art:70



BIOENSAYO CON CULTVO DE FRIJOL (PHASEOLUS VULGARIS) PARA LA EVALUACION DE
SUELOS CONTAMINADOS

Nufiez Quintanilla Sandra Guadalupe® y Alcala Jauregui Jorge Alonso®

RESUMEN

Para determinar el impacto ambiental por medio de un bioensayo e indicadores de la calidad del suelo, se evaluaron
los pardmetros de temperatura, pH, conductividad eléctrica y solidos disueltos totales en suelo contaminado con
Aceite vegetal, Aceite automotriz y Detergente. El analisis estadistico demostr6 que los tratamientos tienen un efecto
sobre los indicadores de calidad, siendo el detergente el de mayor influencia en la mayoria de estos. La conductividad
eléctrica y los solidos disueltos totales fueron los parametros con mayor variacion. El agua residual derivado del
tratamiento térmico y lavado del suelo no tuvieron efecto estadisticamente significativo sobre las variables
agronodmicas del cultivo debido a la baja concentracidn de contaminantes en el agua residual.

ABSTRACT

To determine the environmental impact by means of a bioassay and indicators of soil quality, the parameters of
temperature, pH, electrical conductivity and total dissolved solids in soil contaminated with Vegetable oil,
Automotive oil and Detergent were evaluated. The statistical analysis showed that the treatments have an effect on the
quality indicators, being the detergent the most influential in most of these, where the electrical conductivity and total
dissolved solids were the parameters with the greatest variation. The residual water derived from the thermal
treatment and soil washing had no statistically significant effect on the agronomic variables of the crop due to the low
concentration of pollutants in the wastewater.

Palabras clave: Calidad de suelos, Indicadores de calidad de suelos, Bioensayo.
INTRODUCCION

La degradacion de los suelos conlleva una disminucién en la productividad y obtencién de bienes afectando la calidad
ambiental y estabilidad ecoldgica. (FAO). En México existen regiones donde la calidad del suelo se ve afectado, entre
otros, por la degradacion quimica del suelo a causa de la introduccion de contaminantes provenientes de la actividad
humana (SEMARNAT 2015). La calidad de suelo esta definida segun la Sociedad Americana de la Ciencia del Suelo
(SSSA, por sus siglas en inglés) como “la capacidad de un suelo para funcionar dentro de los limites del ecosistema
para mantener la productividad biolégica, mantener la calidad ambiental y promover la salud de las plantas y los
animales”, de igual manera la calidad de suelo es un indicio para determinar la salud de este y/o sus aplicaciones
(Bautista et al., 2004). Para determinar la calidad de suelos, existen una gran variedad de indicadores que se basan en
las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo (SQI 1996), sin embargo, hacer uso de los indicadores mas
representativos permite evaluar de manera rapida y costeable el analisis y el monitoreo de suelos (Estrada et al.,
2017), especialmente de aquellos que tienen valor socioecondmico o que se ven afectados por la introduccion de
contaminantes derivados de la actividad industrial. Los indicadores de calidad de suelo dependen del uso que se le da,
(SQI 1996) un cambio en los valores normales puede indicar riesgo asociado a la degradacion de este recurso y/o a la
influencia de contaminantes. Es importante determinar las caracteristicas del suelo por medio de indicadores de
calidad ya que dan un panorama amplio de la dindmica del agua y la interaccion que tiene con la planta y los
microorganismos (disponibilidad de nutrientes y agua), de igual manera, permite identificar el comportamiento del
suelo cuando ha sido contaminado, lo que ayuda para elegir el mejor método de control y tratamiento.

Ademas de los analisis fisicos y quimicos, los bioensayos pueden ser de gran utilidad para determinar el impacto
ambiental de los contaminantes. Los bioensayos son pruebas que determinan la influencia que tienen los
contaminantes en la poblacion o en la morfologia de determinados organismos y son ampliamente usados en el
monitoreo ambiental de suelos y aguas (Contero et al., 2006). Las plantas por lo general suelen ser los primeros
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indicadores a usar especialmente cuando se encuentran en las primeras etapas de crecimiento debido a que en bajas
concentraciones del contaminante o cuando estos se encuentran disueltos, tienen la capacidad de inhibir la
germinacidn o bien la prolongacion radicular (Torres 2003). El Frijol, de nombre cientifico Phaseolus vulgaris, es una
especie perteneciente a la familia fabacea subfamilia papilionoideae (Singh et al., 1999). Se trata de una especie de
gran valor socioeconédmico, altamente adaptable y con crecimiento rapido, puede cultivarse en practicamente todos los
tipos de suelo (Sangerman et al., 2010) por lo que puede ser un buen bioindicador en la evaluacién del impacto
ambiental en suelos contaminados.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar, por medio de un bioensayo e indicadores de calidad de suelo, el
impacto ambiental de los suelos contaminados.

METODOS Y MATERIALES

Caracterizacion suelo agricola. Se tomaron muestras de suelo agricola dentro de las instalaciones de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria de la Universidad auténoma de San Luis Potosi; se secd durante 48 h al aire libre y se
tamizdé en un poro de 841 micrones. Para caracterizar el suelo, se midi6 Temperatura y pH con el equipo HACH
modelo HQ40. En el suelo se determinaron los parametros de solidos disueltos totales (SDT) con unidades de ppm y
conductividad eléctrica (CE) en unidades de uScm™ con el equipo multiparametro HANNA modelo H199300, para
ello se hizo una pasta de saturacion con 250gr de suelo y 100 ml de agua el cual fue almacenado durante 24 ha 3°Cy
posteriormente filtrado por succion para analizar el liquido filtrado. El suelo fue analizado en crisoles a peso constante
con 4 repeticiones con 25gr de suelo, en estos se determind porcentaje de materia orgénica (%MO) y porcentaje de

cenizas (%C) en base a la metodologia marcada por LIU (2015). Por ultimo, la densidad aparente (p,) se determing al

colocar 100gr de suelo previamente tamizado en una probeta de 100 ml. La ecuacion para obtener la densidad
aparente esta dada por:

p, = Ms/Vs (1)

Donde la masa de suelo esta representada por Ms y el volumen ocupado por el suelo por Vs.

Suelos contaminados. Se coloco 1 g de suelo en crisoles a peso constante y se secaron en estufa a 25°C durante 24 h,
se tomaron 5 repeticiones por tratamiento los cuales fueron Control (C), Aceite vegetal (Av), Aceite automotriz (Aa) y
Detergente (D). A cada tratamiento se le coloc6 0.5 ml de su respectivo contaminante (0.5 ml de agua de riego
agricola para el caso de C) y se disolvieron en 20 ml de agua de riego agricola; se determinaron los parametros fisicos
y quimicos de la mezcla inicial (Temperatura, pH, CE y SDT). Los crisoles fueron sometidos a 450°C durante una
hora; a los residuos se les determind nuevamente los parametros fisicos y quimicos (Temperatural, pH1, CE1l y
SDT1) al ser diluidos en 20ml de agua agricola y al ser aforados a 100 ml (Temperatura2, pH2, CE2 y SDT2) después
de ser filtrados en papel cualitativo grado 1 con poro de 11um a peso constante y lavado 3 veces. Los matraces fueron
almacenados y refrigerados en condiciones de temperatura de condiciones de 3° C.

Variables agronémicas. Se tomaron 20 vasos de unicel con capacidad de 250 ml y se perforaron en la base con 13
agujeros de aproximadamente 2 mm equidistantes entre ellos con una distancia de 1 cm. A cada vaso se le colocé 60 g
de suelo agricola previamente tamizado. En cada vaso se colocaron 2 semillas de Phaseolus vulgaris previamente
remojados durante una hora teniendo un total de 40 semillas, una vez colocadas y en condiciones de invernadero, las
semillas se les reg6 inicialmente con 20 ml de agua agricola. Posteriormente los riegos fueron diarios durante 5 dias
con 10 ml de agua obtenida del analisis de los suelos contaminados. Las variables a evaluar en el caso de las plantulas
fueron altura inicial (Ai), altura final (Af), longitud de raices (R) y nimero de hojas (H).

RESULTADOS

Caracterizacion del suelo agricola. En la caracterizacién de suelos agricola que involucro 4 repeticiones, se reporta
segin lo marcado en NOM-021-SEMARNAT-2000 el suelo es del tipo arcilloso (pazl.llgcm'3) muy ligeramente

salino (CE=1.62dSm’1, SDT=810ppm) con pH medianamente alcalino (pH=7.5) y un alto porcentaje de materia
organica (%MO=6.1).

Suelos contaminados. Antes de ser sometidos las mezclas de suelos a la temperatura de 450°C el promedio de la
Temperatura estuvo entre los valores de 25.02+0.28°C en el tratamiento D y 26.18 +0.08°C en el tratamiento C. En el
caso del pH, los datos oscilaron entre valores de 8.07+0.02 en D y 8.19+0.05 en Aa. En cuanto a CE el promedio



estuvo dentro del intervalo de 518.20+2.59uScm™ en Aa y 2228.60 +206.60puScm™ en D. De la misma forma, los
valores de SDT oscilaron ente 258.40+1.67ppm en suelo con Aa y 1114.20+103.70 ppm en D. Después de ser
sometidos a la temperatura de 450° y ser diluidos en 20 ml de agua agricola, el valor promedio de la Temperatural se
dio entre los valores de 26.58+0.26°C en Av y 27.46+0.06°C en D. El promedio para pH1 oscilé entre los valores
8.08+0.14 en el tratamiento Av y 8.90+0.19 en el tratamiento D. En el caso de CE1 tuvo un promedio dentro de los
valores de 438.40+37.10uScm™ en Av y 840.80+98.70uScm™1 en D. Por otro lado, el promedio de SDT1 se mantuvo
dentro del intervalo de 216.00+13.89ppm en Av y 419.20+47.80ppm en D. Los tratamientos al ser filtrados y aforados
a 100 ml mantuvieron un promedio general en la Temperatura2 entre los valores de 26.74+0.15°C en C y
27.86+0.18°C en D. Del mismo modo, el promedio en el pH2 oscilo entre los valores de 8.43+0.06 en suelo con Av y
8.71+0.38 en suelo con Aa. En cuanto a los valores de CE2 el promedio se mantuvo dentro de los valores de
368.60+11.46 uScm™ en Aa y 485.80+39.50 pScm™ en D. Por Gltimo, para la variable SDT2 el promedio oscilé entre
183.80+5.93ppm en suelos con Aa 'y 242.00+20.70ppm en D.

De 66 interacciones de la matriz de correlaciones, el 39.39% presentan correlaciones positivas mayores a r2=0.70. De
estos resultados destacan las relaciones entre las variables CE y SDT con valor mas alto con r® =1.00. Las variables
con correlacion similar son CE1y SDT1 junto con CE2 y STD2, ambos grupos tienen un valor r>=0.99. Por otra parte,
existe una correlacion grande entre la variable SDT1 con las variables CE 2 (r?=0.94) y SDT 2 (r?=0.94). Un
comportamiento similar se encuentra con la variable CE1 al tener una correlacion grande con las variables CE2
(r*=0.94) y SDT2 (r?=0.94). Por (ltimo, existe también una correlacion grande entre la variable SDT con CE2
(r*=0.89) y SDT2 (r*=0.88) al igual que CE con las variables CE2 (r>=0.89) y SDT2 (r’=0.88).

El andlisis de varianza realizado en la evaluacion de suelos contaminados, demuestra que hubo diferencias
significativas (p<0.05) entre la influencia de los contaminantes y todas las variables de respuesta (antes del
tratamiento térmico a 450°C y después de ser diluidos a 20ml y aforados a 100ml), exceptuando la variable de pH 2.
Esta relacion de tendencias se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis de varianza en la evaluacién del efecto de los contaminantes en las variables de respuesta
Temperatura, pH, SDT, CE, Temperatura 1, pH 1, SDT 1, CE 1, Temperatura 2, pH 2, SDT 2y CE 2.

Temperatura pH SDT CE

Tratamiento  Mean SE P Mean SE P Mean SE P Mean SE P

Mean Mean Mean Mean

Control 26.18 0.07 8.08 0.02 272.00 23.20 545.00 46.22

A. vegetal 26.10 0.07 . 8.09 0.02 " 272.00 23.20 . 554.00 46.22 "

A. auto 25.62 0.07 0.00 8.19 0.02 0.00 258.40 23.20 0.00 518.20 46.22 0.00

Detergente 25.02 0.07 8.07 0.02 1114.20 23.20 2228.6 46.22
Temperatura 1 pH1 SDT1 CE1

. SE SE SE SE

Tratamiento  Mean Mean P Mean Mean P Mean Mean P Mean Mean P

C 26.82 0.09 8.78 0.11 221.80 11.49 443.00 24.35

A. vegetal 26.58 0.09 . 8.08 0.11 " 266.00 11.49 . 438.40 24.35 .

A. auto 27.06 0.09 0.00 8.42 0.11 0.00 221.20 11.49 0.00 442.20 24.35 0.00

Detergente 27.46 0.09 8.90 0.11 419.20 11.49 840.80 24.35
Temperatura 2 pH 2 SDT 2 CE?2

Tratamiento  Mean SE P Mean SE P Mean SE P Mean SE P

Mean Mean Mean Mean

C 26.74 0.15 8.58 0.09 192.60 5.18 385.80 9.92

A. vegetal 27.12 0.15 . 843 0.09 Ns 197.40 5.18 . 394.80 9.92 .

A. auto 26.92 0.15 0.00 8.71 0.09 0.16 183.80 5.18 0.00 368.60 9.92 0.00

Detergente 27.86 0.15 8.67 0.09 242.00 5.18 485.80 9.92

Significativo (*) p>0.05, No significativo (Ns) p < 0.5.

La prueba de Tukey para evaluar el efecto de tratamiento sobre variables de respuesta indico que el tratamiento D
tuvo el mayor efecto estadisticamente significativo para la mayoria de las variables, los resultados se encuentran en la
Tabla 2.



Tabla 2. Prueba de Tukey para el efecto de los tratamientos D, Av y Aa.

Tratamiento Variable Media Grupo Variable Media  Grupo Variable Media  Grupo
Control Temperatura 26.18 a Temperatura 1 26.82 bc Temperatura2  26.74 b
A. vegetal p=0.00" 26.10 a p=0.00" 26.58 C p=0.00" 27.12 b
A. automovil 25.62 b 27.06 B 26.92 b
Detergente 25.02 c 27.46 27.86 a
Control pH 8.08 b pH 1 878  ab pH 2 8.58 a
A. vegetal p=0.00" 8.09 b p=0.00" 8.08 C p=0.16M° 8.43 a
A. automovil 8.19 a 8.42 bc 8.71 a
Detergente 8.07 b 8.90 A 8.67 a
Control CE 545.40 b CE1l 221.80 b CE?2 385.80 b
A. vegetal p=0.00" 544 b p=0.00" 216 b p=0.00" 39480 b
A. automovil 518 b 221.20 b 368.60 b
Detergente 2228.6 a 419.20 a 485.80 a
Control SDT 272 b SDT1 221.80 b SDT 2 192.60 b
A. vegetal p=0.00" 272 b p=0.00" 216 b p=0.00" 19740 b
A. automovil 258.40 b 221.20 b 183.80 b
Detergente 1114.2 a 419.20 a 242 a

Valores con letra igual son estadisticamente similares (Tukey, p<0.05). Significativo (*) p>0.05, no significativo (Ns) p < 0.5.

El andlisis de componentes principales permitio identificar que el CP1 (CE y SDT en todos los tratamientos) explicd
el 66 % de la variabilidad de los datos y el CP2 (pH, Temperatura 1 y pH2) explicé el 13%. En la Figura 2 se observa
la dispersion de puntos correspondiente a las variables evaluadas en suelos contaminados con D, Av y Aa
distinguiéndose en una distancia considerable del eje central el grupo de datos correspondiente a D. De la misma
forma, en la Figura 3, el analisis de similaridad indica el grado de similitud entre las variables antes de ser incineradas
a una temperatura de 450 °C (Temperatura, pH, CE y SDT), después del tratamiento térmico diluidas a 20 ml
(Temperatura 1, pH 1, CE1, SDT1) y al ser filtradas y aforadas a un volumen de 100 ml (Temperatura 2, pH 2, CE2 y
SDT2). Las variables con mayor similitud fueron los SDT y CE con un 100%, las variables de CE1 y SDT1
presentaron una similitud del 99.96% al igual que CE 2 y SDT2.
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Figura 1. Dispersion puntos derivados del andlisis
de componentes principales en suelos
contaminados

Figura 2. Dendograma derivado del andlisis de
similitud entre variables indicativos de la calidad de
suelos contaminados.

Variables agrondmicas. Del total de 40 semillas plantadas, el experimento tuvo un porcentaje de germinacion del
87.5%. El nimero de plantas analizadas fueron en total 35 plantulas de Phaseolus vulgaris promediando 8.75 para
cada tratamiento en donde las variables a evaluar fueron Ai, Af, H y R. De las variables analizadas el promedio de Ai
se present6 entre los valores de 12.9+4.5cm en C y en D con 16.0+5.3cm, con respecto a Af el promedio general se
mantuvo entre 22.1+11.1cm en D y 29.6+20.1cm en Av, R tuvo un promedio general entre los intervalos de



10.7+1.3cm en Aa y 12.5+3.2cm en Av, por ultimo, el promedio general de H se dio entre los valores de
3.5+1.6hojas/planta en Aa y 4.1+0.6hojas/planta en Av.

El analisis de correlacion presento 6 interacciones entre las variables evaluadas de las cuales destacan Ai y Af con una
r’=0.78, Af con H con un valor r?=0.54, Ai con H con r’=0.50 y Af con R con un valor de r?=0.48. Con el anélisis de
varianza se determind que las dosis de agua obtenida a partir de los tratamientos D, Av y Aa no tuvieron efecto
significativo (p<0.05) con las variables agrondmicas Ai (p=0.61), Af (p=0.65), R (p=0.21) y H (p=0.81), esto puede
ser debido a la baja concentracion de contaminantes presentes en el agua.

CONCLUSIONES

Las conclusiones del bioensayo realizado para evaluar el impacto ambiental de 3 contaminantes diferentes
(Detergente, Aceite automotriz y Aceite vegetal) en el cultivo de Phaseolus vulgaris se centran en tres apartados
principales: caracterizacién de suelo, determinacién de suelos contaminados y variables agronémicas.

En la caracterizacion del suelo se determind que el suelo es arcilloso, ligeramente salino con pH moderadamente
alcalino y contiene una gran de materia organica. Para el analisis de suelos contaminados en donde se evaluaron las
variables de Temperatura, pH, CE, SDT antes y después del tratamiento térmico (diluidos a 20 y a 100 ml de agua),
mostraron que en la mayoria, los valores més altos eran hallados en los tratamientos que incluian como contaminante
el Detergente. De 66 interacciones de la matriz de correlaciones entre las variables evaluadas en los suelos
contaminados el 39.39% presentan correlaciones positivas con valores de r>>0.7 en donde las variables de CE, SDT,
CE1, SDT1, CE2 y SDT2 destacan por su gran correlacion. El analisis de varianza mostrd que los tratamientos tienen
un efecto significativo entre las variables evaluadas (p<0.05); con la prueba de Tukey se determind que el tratamiento
con Detergente presentd mayor variacion en la mayoria de las medias de las variables analizadas. El analisis de
componentes principales demostré que CP1 explico el 66% de la variabilidad de los datos y el CP2 explico el 13%
ademas de que la dispersidn de datos fue del tipo agregado para los tratamientos, en donde el Detergente fue el mas
alejado del centro seguido del Aceite automotriz. En las variables agronémicas, las dosis de agua provenientes de los
tratamientos con suelos contaminados no mostraron tener efecto significativo entre las variables Ai (0.61), Af (0.65),
R (0.21) y H (0.81), esto se debid a la baja concentracién de contaminantes ya que en el tratamiento térmico se
volatilizaron una gran cantidad de compuestos presentes en el suelo.
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CAPACIDAD DE COLONIZACION DE HONGOS ENDOFITOS EN PHASEOLUS VULGARIS
Regalado Mora Soledad Sarahi* y Mejia Teniente Laura?

RESUMEN

En este trabajo se evalud la capacidad de colonizacién y actividad endofitica de ocho hongos en plantas de Phaseoulus
Vulgaris. Para el desarrollo del proyecto, se inocularon las semillas de frijol con los distitntos hongos endofitos, se
plantaron, y se midieron las variables agronémicas al término de la tercera semana posterior a la germinacion de la
semilla, esto para demostrar la actividad endofitica de los hongos. En cuanto a la capacidad de colonizacion de cada
hongo, se demostrd que solo los hongos H-114 y H-111 colonizaron satisfactoriamente a la planta. Sin embargo, el
analisis de las variables agronémicas arrojé que las plantas tratadas con el hongo H-9 presentaron un mayor
crecimiento con respecto a los demas tratamientos.

ABSTRACT

In this work, the colonization capacity and endophytic activity of eight fungi in Phaseoulus Vulgaris plants were
evaluated. For the development of the project, bean seeds were inoculated with the different endophytic fungi,
planted, and agronomic variables were measured at the end of the third week after germination of the seed, this to
demonstrate the endophytic activity of the fungi . Regarding the colonization capacity of each fungus, it was shown
that only fungi H-114 and H-111 successfully colonized the plant. However, the analysis of the agronomic variables
showed that the plants treated with the fungus H-9 presented a greater growth with respect to the other treatments.

Palabras Clave: endofitos, Phaseolus vulgaris, colonizacion, simbiosis, patégeno.

INTRODUCCION

Los principales tratamientos usados en la agricultura para fomentar el crecimiento de los cultivos y el control de
plagas se basan en el uso de sustancias quimicas, las cuales contaminan suelos y agua, ademéas de que pueden ser
dafiinas para los seres humanos. Por ello se han buscado alternativas para sustituir estas sustancias y de esta manera
disminuir el impacto ambiental, una de estas alternativas es el uso de hongos endofitos.

La palabra ‘endofito’ etimologicamente significa ‘dentro de la planta’ (endon: dentro, phyton: planta). Como su
nombre lo indica, los hongos end6fitos son microorganismos capaces de colonizar el tejido de las plantas, pero sin
causar ninguna enfermedad a su hospedero. Los hongos endofitos establecen una asociacion mutualista con la planta
hospedera, en la que la planta le proporciona proteccién y nutrientes necesarios para su supervivencia, el hongo a su
vez le brinda adaptacién ante agentes abiéticos como la salinidad del suelo, estrés hidrico, estrés oxidativo; asi como
también produce enzimas y metabolitos secundarios para la proteccion contra factores bidticos como lo son ciertos
patdgenos o insectos. Asimismo, se ha reportado que la relacion planta-endéfito es tan fuerte que puede llegar a estar
involucrada en la resistencia sistémica inducida (Waller et al., 2005).

Todos estos mecanismos conducen a una mayor habilidad competitiva en las plantas pues le permiten expresar su
méaximo potencial genético, exhibir altas tasas de germinacion, mayor densidad, mas biomasa en los tejidos y mejor
produccion de semilla, en comparacion con las plantas libres de endéfitos (Vila-Aiub et al., 2003).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad colonizadora de distintos hongos endofitos en la planta de
Phaseolus Vulgaris para su posible uso en la industria agricola.
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METODOS Y MATERIALES

Esterilizacion de suelo y macetas

Se esteriliz6 el sustrato peat moss en bolsas plasticas dentro de una autoclave a 121 ° C y 15 libras de presién por 15
minutos.

La esterilizacion de macetas se realizé mediante un lavado con jabén, posteriormente un lavado con cloro y por dltimo
un lavado con agua. Todo esto para evitar la interferencia de otro microorganismo que hiciera diferir los resultados.
Seleccion de semillas

Se seleccionaron diez semillas de tamafio igual para cada tratamiento, para asegurar su viabilidad se colocaron en un
vaso de precipitado con agua, en el que todas las semillas que flotaron fueron desechadas ya que son semillas que no
germinan.

Inoculacién de la semilla

Las semillas previamente seleccionadas se desinfectaron en una solucion de cloro al 60% durante un minuto, después
se lavaron con agua, y se dejaron secar en sobres de papel aluminio.

La inoculacion de las semillas se realizd dentro de una campana de flujo laminar para mantener las condiciones
estériles. Para la inoculacion se tenian previamente medios de cultivo (PDA con antibi6ticoen cajas Petri con los
hongos a utilizar, a cada medio de cultivo se le agregd sacarosa al 30% con un tubo falcon de 50 ml, se procedi6 a
raspar el medio con una Espéatula Drigalski esterilizada en mechero para evitar la contaminacion de los hongos, se
esteriliz6 nuevamente la espétula, y la sacarosa resultante con el hongo se transfirié al tubo falcon de 50 mL en el que
se agregaron 10 semillas.

Para cada uno de los hongos se realizd el mismo procedimiento con diez semillas por hongo. Posterior a la
inoculacion las semillas se retiraron de la solucién y se colocaron en sobres de papel aluminio, siendo un sobre para
cada tratamiento.

Adecuacion del espacio

Se adapt6 un espacio con malla sombra en el que se colocaron todas las macetas para los diferentes tratamientos con
los hongos enddfitos, se separaron seis macetas para cada tratamiento a las que se les adiciond ¥ partes de su
capacidad con el peat moss esterilizado y humedecido, se reg6 cada maceta y se dejaron reposar una noche par que el
nivel de agua en cada una fuera uniforme.

Plantacion de las semillas

Se plantaron las semillas a una profundidad de 3 cm en cada una de las macetas, en total se usaron seis semillas por
cada hongo endéfito y se regaron.

Medicién de las variables agrondmicas

Al término del tratamiento con una duracidn de 3 semanas, se hizo la medicién de las variables agronémicas. En
primer lugar, se hizo la medicion de la altura de la planta con un flexdmetro siendo esta desde la base del tallo hasta el
apice del tallo, después se midié el grosor del tallo con un vernier, finalmente se registré el nimero de trifolios bien
establecidos y numero de trifolios en desarrollo de cada planta.

Recuperacion de los hongos

Después de hacer las mediciones agronémicas de cada una de las plantas se evalué la capacidad de colonizacion de
los hongos utilizados. Se seleccionaron dos plantas de cada tratamiento, estas plantas se lavaron con agua para
eliminar toda la tierra que estas tuvieran, procurando no dafiar las raices. Una vez limpias las plantas, se efectud el
proceso dentro de una campana de flujo laminar, en el que se desinfectd la planta dos minutos en una solucion con



cloro al 60%, seguidamente se pasé a la solucién de alcohol al 70% en la que dejo por un minuto y por dltimo se le
realizo dos lavados con agua destilada. Luego de la desinfeccién de las plantas se cultivo en tres cajas Petri (con
medio PDA y antibiético), el tejido, la impresion y el agua ya sea de las hojas o raiz. Para el tejido, se cortaron en
pequefios pedazos lo que se decidid utilizar hoja o raiz y se colocaron nueve trozos del tejido en una caja Petri, para la
impresion se tomo el tejido sin cortar y se impregnd por unos segundos en otra de las cajas Petri, para finalizar se
coloca un ml del agua del ultimo enjuague indicado en el proceso de desinfeccién en la ultima caja Petri.

Anélisis estadistico
Se hizo un analisis de varianza y comparacion de medias en el software Infostat.

RESULTADOS

Variable: Altura de la planta.

Los resultados de la Figura 1 indican que la media del tratamiento H-9 es significativamente diferente a las medias de
los demas tratamientos y el control, por lo que se supone que en la planta act(a el hongo H-9 lo que le ayuda a
fomentar su crecimiento y generar una mayor competitividad con respecto a las otras plantas.
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Figura 1. Histograma del analisis de varianza y comparacién de medias entre tratamientos para la Altura de la planta. Test de
Duncan con (p>0.10).

Variable diametro:

En el caso del didmetro de las plantas podemos observar en la Figura 2 que el tratamiento que gener6 mas
diferencia entre las medias fue el tratamiento H-111.
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Figura 2. Histograma del analisis de varianza y comparacién de medias entre tratamientos para el diametro del tallo. Test de
Duncan con (p>0.10).

Variable: Numero de trifolios.

En la figura 3 se indica que las plantas tratadas con el hongo H-9 Y H-15 fueron los que presentaron un mayor nimero
de trifolios con respecto a las demds, deduciendo asi que estas plantas tienen una mayor cantidad de biomasa. De igual
manera que en la altura de la planta y el diametro del tallo, el tratamiento con el hongo H-MOV?2 genera resultados
negativos, lo cual nos indica que en lugar de actuar como un enddfito para la planta puede haberse establecido como
un patégeno, por lo que no es viable su utilizacién para este proposito.
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Figura 3. Histograma del analisis de varianza y comparacion de medias entre tratamientos para el numero de trifolios. Test de
Duncan con (p>0.10).

Analizando las tres variables definimos que el hongo endéfito H-9 es el que produce metabolitos secundarios que
crean las condiciones necesarias para una mejor proteccion y adaptabilidad de la planta.
Evaluacion de la colonizacion de los hongos:

En las figuras 4 a 7 se observan los hongos inoculados en las semillas de Phaseoulus Vulgaris y los que se lograron
recuperar de las plantas tratadas.



Figura 4. Hongo H-114 utilizado para la inoculacion de las Figura 5. Hongo H-114 recuperado de planta tratada.
semillas.

Figura 6. Hongo H-111 utilizado para la inoculacion de las Figura 7. Hongo H-111 recuperado de planta tratada.
semillas.

Solo dos de los hongos el H-114 Y H-111 fueron recuperados satisfactoriamente de las plantas durante la tercera
semana del tratamiento, por ello se puede decir que estos hongos lograron colonizar con éxito a la planta, en cambio
para los demas hongos utilizados no fue posible su aislamiento, en consecuencia, no es demostrable su actividad de
colonizacion.

CONCLUSIONES

Los hongos enddéfitos son una alternativa factible para mejorar la produccion de los cultivos y disminuir el uso de
agentes quimicos que dafian el medio ambiente.

La evaluacion en la capacidad de colonizacion puede verse afectada por las condiciones ambientales, la utilizacion de
un medio de cultivo que no es favorable para el crecimiento del hongo o la manipulacion en laboratorio, ya que una
planta inoculada con el hongo endofito puede presentar un mayor crecimiento, pero no demostrar la actividad
colonizadora del hongo.

Un hongo endofito puede presentar actividad patogena para la planta si los factores climaticos no resultan ser los
adecuados para mantener una asociacion en equilibrio con la misma.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS VEGETALES
Bueno Gonzalez, Yuridia Sarahi' y Veloz Garcia, Rafael Alejandro®
RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antiflngica de los extractos obtenidos de la especie
vegetal Trompeta (Angelica archangelica) empleando dos solventes: cloroformo y agua, sobre el crecimiento micelial
de Fusarium oxysporum incubado a 35°C, durante 6 dias. Cada tratamiento consto de tres repeticiones usando 50
pg/ml y 50 mg/ml de extracto en Agar-Papa-Dextrosa respectivamente con base en la técnica alimento envenenado.
Los resultados muestran que a altas concentraciones del extracto en agua se promueve el desarrollo del hongo, sin
embargo el crecimiento del micelio no es el caracteristico cuando se encuentra en condiciones adecuadas. Las cepas
presentaron problemas de desarrollo en los tratamientos empleados por lo que es dificil concluir respecto a la
actividad antiflngica del extracto.

ABSTRACT

We evaluated the antifungal activity of the extracts obtained from the species Trumpet (Angelica archangelica) plant
using two solvents: chloroform and water, in the mycelial growth of Fusarium oxysporum incubated at 35 ° C, for 6
days. Each treatment consisted of three replicates using 50 pg / ml and 50 mg / ml extract in Potato-Dextrose-Agar
respectively based on the poisoned culture medium. The results show that at high concentrations of the extract in
water the development of the fungus is promoted, however the growth of the mycelium is not the characteristic when
it is in adequate conditions. The strains presented development problems in the treatments used, so it is difficult to
conclude regarding the antifungal activity of the extract.
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INTRODUCCION

En la agricultura mundial los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades de pre y postcosecha en los
cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo estos responsables de pérdidas econémicas cuantiosas; el dafio que
ocasionan no sélo se refiere a las pérdidas de produccién econémica, sino 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 (Agrios, 2005). Una amplia gama de hongos han sido caracterizados como causantes del deterioro
patoldgico en una variedad de productos, siendo las mas comunes especies de Alternaria, Botrytis, Diplodia, Monilia,
Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Rhizopus y Mucor (Rivera, 2008).

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribucion en el mundo y una gran importancia desde el punto
de vista agricola y econémico. Las enfermedades de la plantas causadas por especies del género Fusarium consisten
en marchitamientos vasculares, manchas y afiublos de las hojas, pudricién de raices y tallos, pudricién de frutos,
granos y semillas. Fusarium oxysporum es un hongo que existe en muchas formas patogénicas, parasitando mas de
100 especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para
vencer las defensas de muchas plantas (Bosland, 1988).

La especie Fusarium oxysporum ataca diversos tipos de plantas econdmicamente importantes en distintos paises y en
diferentes regiones, causando marchitamientos vasculares y muerte de las plantas. En hortalizas se registran atacando
entre otras plantas al tomate, apio, pepino cohombro, cebolla, repollo, esparrago y remolacha. En frutales se ha
registrado en banano, citricos, melén, guayaba y vid. En leguminosas de grano en frijol, soya, alverja, lenteja y
garbanzo. En plantas productoras de aceite ajonjoli y en palma africana. En ornamentales en clavel, crisantemo,
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delfinio y gladiolo. En plantas aromaticas se ha observado en albahaca. En plantas productoras de lino y en cafiamo.
En plantas forrajeras se ha registrado en trébol, alfalfa y lupino. En arboles en eucalipto y en algunas coniferas.

Segun Senasica (2012), una subespecie de F. oxysporum causa pérdidas del 10% a 53% del cultivo de papa en el
mundo, y la literatura no refiere condiciones ambientales que limiten el desarrollo de este patégeno en las zonas
productoras de México, por lo que es considerado de alto riesgo. Ademas, especies de Fusarium como F. oxysporum y
F. solani se han reportado como unos de los principales agentes causales de marchitez en Chile y en México desde
1967, junto a géneros como Phytophthoraspp., Rhizoctoniaspp., Phytiumspp., entre otros, que han sido considerados
como un complejo fitopatogénico, que en condiciones favorables causan la enfermedad y provocan pérdidas
economicas devastadoras al afectar del 60% al 100% de la superficie cultivada. (Villa y colaboradores, 2015)

Con base en literatura se tiene que en México algunos cultivos de importancia econémica son afectados por Fusarium
oxysporum, por ejemplo: El garbanzo (Cicerarietinum) es uno de ellos. En Sinaloa, México, el cultivo de garbanzo es
importante porque genera divisas al exportar casi toda su produccion, sin embargo, un factor que limita el éxito de la
produccion de este cultivo, es la fusariosis vascular ocasionada por Fusarium oxysporum. Las pérdidas causadas por el
hongo van de 10 a 40% de la cosecha anual, y puede devastar por completo al cultivo en condiciones favorables para
el desarrollo de la enfermedad. (Oliva y colaboradores, 2017)

En cultivos como el maiz (Zea mays) de acuerdo a Figueroa Maria y colaboradores en su articulo “Caracterizacion de
especies de Fusarium asociadas a la pudricion de raiz de maiz en Guanajuato, México” publicado en el 2010, se tiene
gue Meéxico cultiva en promedio 7 millones de ha, con una produccion de 17.5 millones de toneladas. Los estados con
mayor produccion de maiz son Jalisco, el estado de México y Chiapas. Guanajuato se encuentra ubicado en el octavo
lugar de produccion. En México, la superficie dedicada al cultivo de maiz se ha reducido en los Gltimos afios, con
pérdidas de alrededor del 30%, siendo uno de los factores limitantes del rendimiento las enfermedades causadas por
patdgenos producidas por el género Fusarium.

El esfuerzo de los productores por manejar esta problematica los ha conducido a la bdsqueda de alternativas de
manejo, debido al bajo control que presenta el uso de productos agroquimicos sintéticos. Sumado a esto, las multiples
aplicaciones de dichos agroquimicos pueden acarrear diferentes problemas. (Ochoa y colaboradores, 2012)

El control de los organismos fitopatdégenos del suelo es de los mas dificiles de lograr; para ello se han desarrollado
practicas culturales, control biolégico y control quimico, siendo este Gltimo el méas utilizado por ser econdmico y
eficaz, en comparacion con otras medidas. (Rubio y otros, 2008). Las enfermedades de las plantas causadas por este
tipo de hongos se hallan entre los factores mas importantes que aumentan las pérdidas y afectan los rendimientos de
los cultivos. (Villa y colaboradores, 2015)

En el tratamiento de enfermedades causadas por Fusarium spp. y otros hongos se utilizan fungicidas sistémicos como
los benzimidazoles, en este grupo se incluyen el benomil, carbendazim, tiabendazol, y tiofanato. (Agrios, 2005). Sin
embargo, es probable que estos fungicidas sean agentes mutagénicos de las plantas, asi como que pudieran
incrementar el grado de resistencia de los patégenos ante su efecto. (Agrios, 2005). Dane y Dalgic (2005) demostraron
el efecto genotdxico del benomil (Metil-1—-(butilcarbomoil) benzimidazol- 2il-carbamato) en raices de cebolla
(Allium cepa) al ser tratadas con diferentes dosis de este fungicida y haber observado algunas anomalias, en la
interfase y en las divisiones mitéticas de las células meristematicas. Debido a la problemética que presenta el uso
indiscriminado de los fungicidas sintéticos, es necesario desarrollar alternativas naturales para el control de
enfermedades. (Bravo y colaboradores, 2000)

Angelica archangelica conocida vulgarmente como “trompeta” es la tnica planta de utilidad con origen nordico
(Galambosi 1994). Se ha usado en los paises nérdicos como una planta medicinal desde la antigiiedad y viajo al sur
con los monjes cuando Escandinavia se cristianizd (KarlssonStrese 2008) alrededor de las 829-830 a. C. hasta las
1100 a. C. (Gréslund 1994). Su actividad farmacoldgica no ha sido muy estudiada. Clasicamente se considera una
droga aperitiva, digestiva y carminativa. También se ha usado como expectorante y anticatarral. La Comision E
alemana reconoce las actividades antiespasmoddica, colagoga y estimulante de secreciones gastricas. Se ha
comprobado experimentalmente su actividad antibacteriana y antiflngica, antimutagénica, antiinflamatoria,
antiulcerogénica, antiespasmaodica, bloqueante de canales de calcio, hepatoprotectora (relacionada con su actividad
antioxidante), antiproliferativa, antitumoral y citotdxica. (Carretero, 2018)



Por ello, el objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto del extracto de Angelica archangelica sobre el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum mediante cultivo in vitro empleando la técnica de alimento envenenado
con dos disolventes (Cloroformo y agua) en el extracto para la obtencién de un biofungicida.

METODOS Y MATERIALES

Coleccion de especies vegetales y obtencion del fitopatdgeno: La recoleccién de especies secas vegetales de
Angelica archangelica se llevd a cabo en el cerro de Lobo en la comunidad de Las Cruces perteneciente al Municipio
de Salvatierra, Guanajuato, de donde se obtuvo la semilla de interés.

Fitopatogenos: Cepa de Fusarium oxysporum resembrada en Agar-Papa-Dextrosa ajustado a pH de 3.5, previamente
purificada e identificada.

Obtencion de extractos vegetales: El extracto evaluado fue extraido de la semilla de la planta, dichos extractos
fueron obtenidos en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Guanajuato sede Salvatierra, se utiliz6 agua
y cloroformo como solventes en donde las semillas secas se maceraron en un bafio ultrasénico a alta frecuencia
durante 15 minutos cada 24 horas durante 3 dias, las cantidades empleadas fueron 100 g de semilla por litro de
solvente. Posteriormente cada mezcla obtenida se filtrd con papel filtro. Finalmente se separd el extracto de la semilla
y el disolvente en un rotavapor y una bomba de vacio Buchi a 50°C, 5-6 rpm y 0.8 mmbar de presion. Los extractos
puros fueron envasados en frascos viales de 20 ml y colocados en refrigeracion (4°C) para su conservacion.

Evaluacion de los extractos vegetales (Ensayo de alimento envenenado): Se evaluaron los dos extractos obtenidos
sobre Fusarium oxysporum, para ello se utilizd la metodologia de alimento envenenado. Debido al estado sélido de
los extractos después de la refrigeracion se colocaron en bafio maria durante 30 minutos previo a su adicién al medio
Agar Papa-Dextrosa (PDA) para facilitar su manipulacion. Se prepararon medios con 2 concentraciones para cada
extracto, las cuales fueron 50 pg/mL del extracto en Agar Papa-Dextrosa sélido y 50 mg/mL respectivamente. Se
hicieron tres repeticiones para cada tratamiento. Como control se elaboraron dos cajas con PDA. Después de dos dias
de la elaboracion de los medios se verifico que estos no presentaran desarrollo microbiano y se procedi6 a sembrar el
fitopatdgeno con una espatula cortando cuadros de medio centimetro de lado y se colocaron sobre las placas con los
diferentes tratamientos, se incub6 a 35°C durante 6 dias. El diametro del micelio se midié diariamente con una regla
tomando cuatro medidas del diametro en diferentes posiciones y se obtuvo un promedio de las mismas. Los resultados
fueron analisis con el programa estadistico Minitab 16 empleando el Analisis de Varianza y el Método Dunnet.

RESULTADOS Y DISCUSION

Coleccion de especies vegetales y obtencion de extractos vegetales:

Se obtuvo la semilla de las especies vegetales secas de trompeta colectadas en el cerro de El lobo (ver Figura 1). Las
cantidades logradas fueron 7 g de extracto en agua de los 100 g/L de solvente y 1.5 g de extracto en cloroformo de los
100 g/L de solvente (ver Figura 2).

Figura 1. Semilla obtenida de trompeta (Angelica Figura 2. Viales con extracto de trompeta (Angelica
archangelica) previo a la maceracion. archangelica) en agua y cloroformo respectivamente.

Al emplear dos solventes de diferente naturaleza quimica como el agua y el cloroformo, se permite que aquellas
moléculas que sean de naturaleza similar a los solventes usados se disuelvan en ellos logrando asi que cada extracto
tenga diferente composicion. El agua al ser un componente polar formard puentes de hidrégeno con aquellos
compuestos polares, mientras que el cloroformo se unira a aquellos compuestos no polares. Hay que mencionar que en
el presente trabajo no se evalud la composicion de cada uno de los extractos, sin embargo se hace énfasis en la
importancia de conocer la misma de cada uno para tener mayor informacion que permita analizar mejor el fenomeno



ocurrido durante el desarrollo del hongo. Los extractos vegetales y aceites esenciales de cada planta pueden tener
hasta mas de sesenta componentes y de ellos puede haber varios con propiedades antiflngicas. (Montes, 2009)

Evaluacion de los extractos vegetales
Los resultados obtenidos del extracto de trompeta en agua y cloroformo se muestran a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Crecimiento promedio micelial (cm) de Fusarium oxysporum en los diferentes tratamientos durante 6 dias.

Tratamientos
50 mg/mL 50 mg/mL 50 ug/mL 50 mg/mL
Dia Control Extracto en Extracto en Extracto en Extracto en
CHCI;- PDA H,O - PDA CHCI;- PDA H,O - PDA
Diametro | 1 1.15+0.11 0.73+0.8 0.91+0.01 0.9 £0.08 0.89 £0.03
del micelio | 2 1.15+0.11 0.73+0.8 0.91+0.01 0.9 +£0.08 0.89 £0.03
(cm)/dia | 3 1.15+0.11 0.73+0.8 1.56 £0.12 0.9 +£0.08 0.89 £0.03
4 1.15+0.11 0.73+0.8 2.23+0.14 0.9 +£0.08 0.89 £0.03
5 1.15+0.11 0.73+0.8 2.87 £0.02 0.9 +£0.08 0.89 £0.03
6 1.15+0.11 0.73+0.8 3.43+0.04 0.9 +£0.08 0.89 £0.03

Fuente: Elaboracién propia

Se obtuvieron 5 cajas Petri de la resiembra de Fusarium oxysporum previo a la evaluacion para mantener viable la
cepa, se observd desarrollo al tercer dia después de la misma, sin embargo el crecimiento de la especie fue lento (ver
Figura 3). Los resultados muestran que el hongo no se desarrolld durante los 6 dias de evaluacién (ver figuras 4,5, 7 y
8), con excepcion del tratamiento correspondiente a 50 mg/mL Extracto en Agua-PDA (ver figura 6), el extracto en
agua promovio el desarrollo de Fusarium oxysporum a partir del segundo dia de la siembra, sin embargo, las
caracteristicas del micelio no eran propias de la especie cuando se desarrolla en las condiciones adecuadas, por lo que
se puede intuir que en el medio se encontraba algun otro compuesto que impedia su desarrollo 6ptimo.

Figura 3. Resiembra de Fusarium oxysporum en Figura 4, Caja 1 Correspondiente al control, dia 6.
PDA, dia 13.

Figura 5. Caja 1 correspondiente al tratamiento 50 Figura 6. Caja 1 correspondiente al tratamiento 50
mg/mL Cloroformo-PDA, dia 6. mg/mL Agua-PDA, dia 6.

Figura 7. Caja 1 correspondiente al tratamiento 50 Figura 8. Caja 1 correspondiente al tratamiento 50
ug/mL Cloroformo-PDA, dia 6. ug/mL Agua -PDA, dia 6.

Realizando el analisis de varianza (ver tabla 2) se comprueba que el extracto si ejerce efecto sobre el crecimiento de
Fusarium oxysporum, aunque no el que se esperaba. Es importante sefialar que el error experimental es mayor en
comparacion con el del tratamiento, por lo que se puede asegurar que algin otro factor no considerado esta influyendo




sobre la variable respuesta. Con el método Dunnet (ver tabla 3) se observa que el tercer tratamiento es el Gnico que
presenta diferencia significativa estadisticamente respecto al control empleado. En comparacién con otros estudios
realizados como Evaluacién in vitro de la actividad antifingica de cuatro extractos vegetales metandélicos para el
control de tres especies de Fusarium spp. Por Ochoa y colaboradores (2012) las cepas empleadas de Fusarium
oxysporum presentan crecimientos normales de acuerdo a las concentracion de extracto empleado y evaluando la
metodologia empleada, se observa que la temperatura empleada para la incubacion de los mismos es de 25°C, a su vez
algunos otros autores reportan 28°C como la temperatura ideal para su desarrollo. (Morel Diffusion, 2012). De lo
anterior se podria considerar este como uno de los posibles factores que pudieran estar influyendo.

Tabla 2. Andlisis de varianza una sola via, diametro en cm frente al
tratamiento.

Tabla 3. Agrupacién de informacién empleando el
método de Dunnett

Origen de Sumade | Grados | Promedio F P Nivel N | Media | Grupo
las cuadrados de de los Control 6 | 1.1500 A
variaciones libertad | cuadrados 50 mg/mL Extracto en 6 | 0.7300 A
Tratamiento 6.012 4 1.503 6.93 | 0.001 CHCI;- PDA
Error 5.423 25 0.217 50 mg/mL Extracto en 6 | 1.9850
Total 11.435 28 H,O - PDA
Fuente: Elaboracion propia 50 ug/mL Extracto en 6 | 0.9000 A
CHCI;- PDA
50 mg/mL Extracto en 6 | 0.8900 A
H,O - PDA

Fuente: Elaboracion propia

CONCLUSIONES

No se puede concluir con exactitud sobre la actividad antifungica de los extractos de la trompeta, ya que la caja Petri
Control no presento desarrollo alguno ademas de que no se pudo evaluar la actividad de los compuestos del extracto
en cloroformo sobre la cepa, por lo que se puede considerar que la cepa posiblemente no se encontraba totalmente
viable para su uso o que alguna condicion relacionada con su medio no relacionada con el extracto no era favorable, lo
que si es concreto es que el extracto en agua posee compuestos que en concentraciones altas promueven el desarrollo
del hongo. Se sugiere la identificacién de compuestos de ambos extractos y estudiar a mayor detalle las condiciones
oOptimas de desarrollo de Fusarium oxysporum.
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