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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Biotecnologia agropecuaria aplicada

Capitulo 1

Perspectivas de la aplicacion del microbioma bacteriano
de Parkinsonia aculeata en suelos salinos
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RESUMEN

Como alternativa para mitigar la salinidad de los suelos, el uso de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV), se presenta en las tendencias actuales de biofertilizacion. El presente estudio
constituye la antesala de esquemas de produccién sustentables en ecosistemas aridos, cuyo objetivo fue
el aislamiento, caracterizacidon macroscopica y molecular de bacterias cultivables asociadas a la rizésfera
de Parkinsonia aculeata, bajo condiciones de salinidad en el semidesierto de Sonora, y evaluar las
perspectivas de aplicacion para la mitigacion del impacto de la salinidad en especies de interés agricola
del noroeste de México. Se obtuvieron un total de 20 aislamientos bacterianos los que, debido a su
adaptaciéon natural a condiciones salinas, pueden ser potenciales candidatos para la formulacion de

biofertilizantes, una vez probadas sus propiedades bioquimicas y de asociacion.

INTRODUCCION

La vida en las regiones aridas, semiaridas e hiperaridas se ve profundamente amenazada por las
duras condiciones ambientales de limitaciéon de agua, altos niveles de radiacion solar y fluctuaciones de
temperatura, junto con la salinidad del suelo y la deficiencia de nutrientes, que tienen graves consecuencias

para el crecimiento y la supervivencia de las plantas (Ramawa, 2009).
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La salinizacion se refiere al proceso de acumulacion de sales solubles en la superficie o en zonas
cercanas a la superficie del suelo; dicho término incluye suelos salinos, sédicos y alcalinos siendo el
fenémeno mas comun en la degradaciéon del suelo (Bui, 2017).

Los sueclos salinos, se caracterizan por presentar valores de pH<S8.5, conductividad eléctrica
medida en el extracto de saturacién del suelo CE > 4 dSm-1, porcentaje de sodio intercambiable PSI
<15, y los aniones dominantes son cloruros y sulfatos (Omuto et al., 2020). Por otra parte, los suelos
sédicos tienen un contenido de Na relativamente alto (ESP> 15) pero el contenido de sales solubles es
bajo (CE<4 dSm-1) y el pH del suelo se presenta en un rango de 8.5 y 10.5. En este tipo de suelos, los
aniones dominantes son carbonatos y carbonatos de hidrogeno. Los suelos sodicos salinos, presentan
caracteristicas intermedias entre los suelos sédicos pH>8.2, alta proporcion de Na (ESP >15) y valores
de CE>4 dSm-1, pero el contenido de sal solubles es bajo (Richards, 1954).

La salinizacién de los suelos agricolas es quizas el problema mas serio que enfrenta la agricultura
actual. En México, la salinizacion afecta el 3.2% del territorio nacional (600,000 ha) y se concentra
principalmente en los estados de Sonora, Sinaloa, Tamaulipas, San Luis Potosi, Chiapas, Nuevo Leodn,
Oaxaca, Veracruz y Zacatecas (Gonzalez-Trejo et al., 2019). Los suelos salinos se concentran en areas de
riego de zonas aridas, las cuales ocupan el 60% de la superficie del pais, y donde este proceso se acelera
con el uso de aguas ricas en sales y un manejo inadecuado de los suelos, lo que ocasiona un deterioro
progresivo de estos suelos, disminuyendo la produccién y calidad de las cosechas (Ojeda-Barrios et al.,
2021).

Las plantas que crecen en suelos salinos y los microorganismos asociados a ellas de manera natural
se adaptan y crean mecanismos de resistencia a este estrés. De esa forma establecen una relacion
mutualista esencial para el crecimiento adecuado de las plantas y la absorcion de nutrientes, asi como para
mejorar la tolerancia a los estreses bidticos y abidticos, incluido el estrés por salinidad (Alsharif et al,,
2020). Los microrganismos, que presentan caracteristicas y propiedades que favorecen el desarrollo de
las plantas, se conocen como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) (Mus et al.,
2016).

Especificamente, las RCPV poseen rasgos especificos que pueden mejorar el crecimiento de la
planta mediante mecanismos directos e indirectos (Vejan et al., 2016). Los mecanismos directos mejoran
el estado nutricional de las plantas al incrementar el volumen de exploracién y funcionalidad de las raices,
la captacion de agua, la disponibilidad y absorcién de nutrientes y la fisiologia de toda la planta (Kumar,
2015). Para lograrlo, se sintetizan hormonas reguladoras de crecimiento, acidos organicos, enzimas,
metal6foros, vitaminas y otros metabolitos secundarios (Moreno-Reséndez et al., 2018). Por otro lado,
los mecanismos indirectos estan involucrados en la proteccion contra el estrés ocasionado por factores
abidticos y bidticos, entre los que destacan la induccién de resistencia a condiciones ambientales adversas
(tolerancia a la sequia, acidez, alcalinidad, radiacién solar, temperaturas extremas, toxicidad de metales) y

a fitopatégenos. Este ultimo factor involucra la activacién de la resistencia sistémica inducida, inhibicion
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de produccién de biopeliculas, interferencia en la sefializacién ‘quorum sensing’, activacion de
mecanismos de detoxificaciéon de factores de virulencia, y la produccién de enzimas/metabolitos
involucrados en funciones especializadas (Moreno-Reséndez et al., 2018; Villarreal-Delgado et al., 2018;
Navarro-Torre et al., 2023, Glick & Gamalero, 2021).

En el estado de Sonora México, Parkinsonia aculeata es una de las especies vegetales mas
dominantes, la cual se encuentra bien adaptada a condiciones de salinidad, sequia y altas temperaturas
(Gonzalez et al., 2021; Argentel-Martinez et al., 2023, Herrera-Sepulveda et al., 2023). Estas adaptaciones
podrian ser el resultado de la presencia de comunidades bacterianas que, utilizando diferentes
mecanismos bioquimicos, favorecen el crecimiento y reproduccion de las plantas (Toledo et al., 2022).
Teniendo en cuenta este escenario, se realizo la presente investigacion, la cual tuvo por objetivo, el
aislamiento, caracterizacién macroscopica y molecular de bacterias cultivables asociadas a la rizosfera de
P. aculeata, bajo condiciones de salinidad en el semidesierto de Sonora, y evaluar las perspectivas de
aplicacion para la mitigacién del impacto de la salinidad en especies de interés agricola del noroeste de
México. Los resultados de la presente investigacion constituyen la base para una futura evaluacion de
potencialidades biotecnoldgicas del microbioma de P. aculeata, orientado a la promocion de plantas y/o
biocontrol de enfermedades en cultivos que se establezcan en ecosistemas fragiles afectados por la

salinidad del suelo.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de muestreo

El estudio se llevé a cabo en el Municipio de San Ignacio Rio Muerto, especificamente en la
localidad de Bahia de Lobos, abarcando un area de 2 hectireas con condiciones de salinidad elevada
(conductividad eléctrica CE= 8,6 dSm™) (27°22'15" N; -110°25'35" O). Se recolectaron muestras de suelo
a profundidades de 0-50 c¢m, extrayendo un total de nueve muestras compuestas en puntos distribuidos

aleatoriamente para su analisis fisicoquimico (An et al., 2022).

Muestreo y procesamiento de muestras

Se emple6 una barrena para evitar la contaminaciéon de las muestras con un diametro de 3,4
pulgadas y una longitud de 30 cm para la extraccion de las muestras. Estas fueron obtenidas en areas
cercanas a plantas de P. aculeata con una altura promedio de 1,5-3,0 m. De cada ubicacién se tomaron
nueve submuestras de suelo, cada una con un peso de 1 kg. Posteriormente, las muestras fueron
almacenadas en bolsas de plastico Ziploc y transportadas a temperatura ambiente al laboratorio para su

posterior procesamiento (An et al., 2022) (Figura 1).
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Aislamiento y caracterizacion macroscopica

El aislamiento de microorganismos cultivables de la rizésfera de P. aculeata se llevd a cabo
siguiendo la metodologfa descrita por Cordero-Ramirez et al. (2012), la cual se describe a continuacion.
Para el aislamiento y la identificacién iniciales, se tomé una submuestra de cada muestra de suelo para
preparar una solucion acuosa homogeneizada. Para purificar las bacterias se empleara el método de
diluciones seriales utilizando medios de cultivo selectivos [Agar de aislamiento de actinomicetos (AIA),
medio King’s B y De Man Rogosa y Sharpe (MRS)]. Las colonias bacterianas se revisaron cada 48 horas
durante seis dias; cada nuevo morfotipo se subcultivé y mantuvo en medio LB. Estas permanecieron en
observacion durante una semana, con el objetivo de caracterizar macroscopicamente la morfologfa de las
colonias (color, forma, tamafio y consistencia). Las caracteristicas macroscopicas de las colonias se

examinaron mediante microscopia optica (modelo BH2; Olympus). Finalmente, los microorganismos

purificados se criopreservaron con glicerol al 15% a -70 °C.

SOKM , Cimara: 328 km 2T°2T'S2'N 109°45'45°W 278 m

Figura 1. Toma de muestras de suelo rizosférico en el semi-desierto de Sonora. A) Ubicacion del sitio
experimental en Bahia de Lobos, municipio de San Ignacio Rio muerto. B) toma de muestra con
barrena. C) tamizaje y homogenizacién de la muestra. Fuente: Los autores.
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Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion de los microorganismos cultivables

Partiendo de las cepas purificadas, se realizara la extraccion de ADN genémico, con el kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN). El ADN genémico se utilizé como molde para la
amplificacion parcial de la regiéon 16S del ADN ribosomal utilizando los cebadores F2C (5'-
AGAGTTTGATCATGGCTC -3")/ C (5'- ACGGGCGGTGTGTAC -3") (Shietal., 1997). Fue utilizada
las siguientes condiciones de amplificacién: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min; 30 ciclos a
94 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min y 72 °C durante 1,5 min; y una elongacion final a 72 °C durante
5 min. La secuenciacion del ADN se realizé mediante la plataforma Sanger (Sanger ABI 3730 XL, Applied
Biosystem) utilizando el cebador interno Ul (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG -3") (Lu et al., 2000).
Las secuencias de ADN obtenidas se editaron y analizaron utilizando el software FinchTV 1.4.0 de
Geospiza, Seattle, WA; y BLAST (NCBI, www.ncbinlm.nih.gov), respectivamente. Todas las secuencias
se compararon y depositaron en el Genbank del NCBI. Las secuencias del gen 16S rRNA se alinearon
con el software Clustal W, posteriormente se establecieron relaciones filogenéticas utilizando el algoritmo
de Neighbour-joining empleando el software MEGA 6. Para la construccién del arbol filogenético, se
utilizo la secuencia del 16S tRNA de Pyrococcuss abssi (1.19921.1) como grupo externo. La estabilidad de

los clados se determiné con un valor de 1000 bootstrap.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de veinte aislamientos bacterianos asociados a la rizésfera de P. aculeata,
provenientes de Bahfa de Lobos. Las caracteristicas macroscopicas de estas cepas, se presentan en la
Tabla 1. Las cepas se identificaron mediante el analisis del gen 16S tRNA y se compararon con los
registros disponibles en el GenBank (NCBI). La longitud de las secuencias nucleotidicas varié entre 1295
y 1330 nt. El porcentaje de identidad de las secuencias fue mayor al 99.85% (Tabla 1) (Figura 2). Se logré
llegar al nivel de identificacién de especie para todas las cepas, encontrando un total de nueve especies,
siendo las mas frecuentes Priestia megaterinm y Priestia aryabhattai (Figura 3).

Herrera-Sepulveda et al. (2023), reportaron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo de Bahia de
Lobos (pH 8.8, CE 14.6 dSm™y PSI 38), clasificindolo como un suelo salino-sédico y de tipo gipsisoles.
En el presente estudio se observo que estas caracteristicas, tienen influencia en la composicién de su flora
microbiana con la presencia de bacterias cultivables asociadas a la rizosfera de P. aculeata. En suelos que
no se encuentran sometidos a condiciones de salinidad, se pueden cultivar una mayor diversidad de
bacterias, tal es el caso de los estudios realizados por Chandra et al. (2020). Estos autores reportaron el
efecto en la diversidad microbiana cultivable de seis especies de plantas (biotipos) bajo diferentes niveles
de salinidad, en donde se observé que a niveles de salinidad mayores (CE>8.0 dS m™) se presenta una
menor diversidad en las poblaciones microbianas, sin embargo, el impacto de la salinidad podia ser mas
severo dependiendo del biotipo. Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman esta

afirmacion, si consideramos que la CE del local en estudio tenfa valores de 8,6 dS m™.

| 10



Tabla 1. Caracterizacion macroscopica y molecular de cepas aislada de la rizésfera de P. aculeata en condiciones de salinidad.

Biotecnologia agropecuaria aplicada

Caracterizacién macroscopica

Caracterizacion molecular

Morfologia de aislados purificados

Numero de

Coincidencia mas cercana basado en

Cepa en agar LB+Glucosa (color, forma y acceso en secuencias del gen 165 ARN:
tamafo, consistencia) Genbak . . o 'fle Numero
Nombre cientifico identidad de acceso
BA1 Crema, irregular grande, suave ON869243 Enterobacter cloacae 99.85 KT261192
BA2-A Crema, circular grande, suave ON869244 Bacillus aryabhattai 99.92 MT18418
BA4 Crema, circular mediana, mucoide ON8(69245 Priestia megaterium 99.85 MF431767
BA7-B Crema, circular, mucoide ON869246 Priestia megaterinm 100 JEF496300
BAS-A Crema, suave ON869247 Sinomonas halotoleran 99 OK605799
BA9 Amarilla, puntiforme, suave ON869248 Micrococcus luteus 99.92 KMO047496
BA10-B Crema, mucoide ON869249 Sinomonas halotoleran 98.92 OK605799
BM1 Crema, circular grande, seca ON869250 Bacillus cereus 100 MT544972
BM?2 Crema, circular mediana, suave ON869251 Priestia megaterinm 99.85 KT153598
BM3-A Crema, circular mediana, suave ON869252 Priestia endophytica 99.92 KC237279
BM3-B salmoén, puntiforme, suave ON869253 Kocuria turfanesis 99.69 MG594807
BM4 Crema, circular mediana, suave ON869254 Priestia megaterinm 100 MK318791
BMo6-A Crema circular grande, mucoide ON869255 Priestia aryabhattai 100 MT184818
BMo-B Crema circular mediana, suave ON869256 Priestia aryabhattai 100 MT078622
BMo-C Crema puntiforme, suave ON869257 Priestia megaterinm 100 OM463625
BM7 Crema, circular mediana- borde ondulado, suave ON869258 Priestia aryabhattai 99.92 JE895478
BM10 Crema, circular grande-borde ondulado, suave ON869259 Priestia megaterium 100 MK318796
BP5 Crema, circular pequena, suave ON869260 Staphylococcus warneri 100 MH198281
BP6 Crema, circular mediana, suave ONB869261 Priestia endophytica 99.85 MT373518
BP9 Crema, circular mediana, suave ON869262 Priestia endophytica 99.85 MT373518
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ONB869244 Priestia aryabhattai BA2A
ONB869255 Priestia aryabhattai BM6A
MT184818 Priestia aryabhattai
JF895478 Bacillus aryabhattai
ONB869258 Priestia aryabhattai BM7
ONB869256 Priestia aryabhattai BM6B
ONB869257 Priestia megaterium BM6C
[| MF431767 Priestia miegaterinm
ONB869259 Priestia megaterium BM10
ONB869245 Priestia megaterium BA4
ONB869246 Priestia megaterium BATB
62|| MH762122 Priestia megaterinn
ON869254 Priestia megaterium BM4
ONB869251 Priestia megaterium BM2

ONB869252 Priestia endophytica BM3A
ON869261 Priestia endophytica BP6
ON869262 Priestia endophytica BP9

81| IMT373518 Priestia endophytica

MH168995 Priestia endophytica
95| HMT544972 Bacillus cereus
ON869250 Bacillus cereus BM1
‘{Ml 1198281 Staphylococcus warneri

"MT*#‘)Z()Z.'i Bacillus cerens

MZ964595 Staphylococcus warneri

=]

8
ONB869260 Staphylococcus warneri BP5

KT261192 Enterobacter cloacae
1001 ON869243 Enterobacter cloacae BA1

98_| IX966461 Kocuria turfanensis

88| || ON869253 Kocuria turfanensis BM3B

gf); | KUGG3661 Micrococens lutens
ONB869248 Micrococcus luteus BA9
65
ON869247 Sinomonas halotolerans BASA

97||ON869249 Sinomonas halotolerans BA10B

OKG605799 Sinomonas halotolerans

98

NR145949 Sinomonas balotolerans

L L.19921 Pyrococcus abyssi

—
0.10

Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de secuencias de 16S ARNr de cepas asociadas a la
rizostera de P. aculeata en el sitio bajo condiciones de salinidad. La construccién del arbol se llevé a cabo
utilizando el método de Vecino mas cercano (Neighbor-Joining). Pyrococcus abyssi (1.1992.1) se incluyé como
grupo externo. Se muestran valores de Bootstrap superiores al 50% (basado en 1000 replicas).

112



Biotecnologia agropecuaria aplicada

7 -
6 4
5 -
-8
g 4
Q
s
O 3 A
il
43
2 4
1 4
0 -
Rizobacterias
B Enterobacter cloacae W Priestia aryabhattai Priestia megaterinm
Sinomonas halotolerans M Micrococcus lutens B Priestia endophytica
B Kocuria turfanesis W Staphylococcus warneri M Bacillus cerens

Figura 3. Distribucién del nimero de cepas asociadas a la rizosfera de P. aculeata en el sitio experimental
de Bahia de Lobos. La contabilizacion se hizo con base a la secuenciacion parcial del gen 16S ARNTr.

Ibarra-Villareal et al. (2023) reportaron el efecto de la diversidad de las bacterias cultivables
asociadas al cultivo de trigo en el Valle del Yaqui, destacando el impacto de la CE sobre la diversidad
bacteriana. Se observé que la mayor diversidad de bacterias cultivables se presenté en suelos con valores
de CE de 0.9 y 2.4 dS m™ y una menor diversidad en valores de CE de 5.2 'y 6.4 dS m™. Adem4s, Abdul
Rahman et al. (2021) reportan los efectos negativos del estrés salino en suelos, destacando las alteraciones
en las propiedades fisicoquimicas las cuales influyen en la reduccién de la actividad microbiana al igual
que en su composicion.

Entre las cepas aisladas, nueve especies fueron identificadas y todas ellas han sido previamente
reportadas como RPCV, exhibiendo varios rasgos de interés tales como actividad antimicrobiana,
produccion de enzimas, sintesis de hormonas vegetales, solubilizacién y fijacion de elementos, capacidad
de tolerar la sal, produccion de metabolitos secundarios para aliviar el estrés abidtico, actividades
antioxidantes y biorremediacion. Especificamente, las especies S. halotolerans, E. cloacae, K. turfanesis y P.
aryabbattai pueden clasificarse como bacterias hal6filas moderadas, debido a su capacidad para crecer bajo
3-15% de NaCl (Goswami et al., 2014; Guo et al., 2015; Ji et al., 2020; Shahid et al., 2022). Estas bacterias
estan adaptadas a ambientes aridos y pueden sobrevivir a largos periodos de sequia y ejercer un efecto
positivo mejorado en las plantas cuando se produce la rehidratacion (Etesani & Glick, 2020; Chandra et
al., 2021). Por lo tanto, estos microorganismos pueden tener un gran potencial para su uso en la
agricultura, ya que se ha informado de que varias bacterias hal6filas aumentan la produccion de cultivos
y protegen a las plantas contra diferentes tipos de estrés abiotico (Pathania et al., 2020). Por lo tanto, los

microorganismos asociados a plantas endémicas de zonas aridas constituyen un nicho para aislar

113



Biotecnologia agropecuaria aplicada

microorganismos con potencial para remediar suelos salinos, y para mejorar el rendimiento de cultivos
en suelos salinos (Takur et al., 2022).

Bajo esta premisa, es importante estudiar las comunidades microbianas nativas, incluyendo el
aislamiento y cultivo de las mismas, para comprender su papel ecolégico en ambientes especificos como
los suelos salinos y secos y su implicacion en el rendimiento de las plantas (Verma et al., 2013) y, en gran
medida, como paso esencial para desarrollar capacidades biotecnolégicas novedosas e innovadoras
capaces de cambiar la realidad de varios ecosistemas que manifiestan estrés hoy con capacidades de

biorremediacién con el uso de estas bacterias caracterizadas.

CONCLUSIONES

Se obtuvo un total de 20 aislados bacterianos de la rizésfera de P. aculeata en condiciones de suelo
salino, los cuales fueron identificado en base a secuencias parciales del gen parcial 16S tRNA, estas
pertenecen a nueve especies que previamente han sido reportadas como RPCV. Es necesario profundizar
con la caracterizaciéon metabdlica de estas bacterias ya que, debido a su adaptacién natural a condiciones
salinas, es probable que sean candidatas ideales para su uso potencial en la formulacién de inoculantes
bacteriano. Una vez obtenidos inoculantes podrian mejorar la fertilidad del suelo, aumentar la tolerancia
de las plantas a la salinidad, mejorando la productividad de los cultivos como parte de la seguridad

alimentaria, propiciando practicas de biofertilizacién amigables con el medio ambiente.
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RESUMEN

El cultivo de uva es uno de los mas importantes en México, con alto impacto econémico y gran
demanda de produccién. Debido a su consumo diversificado, con tres principales destinos (uva de mesa,
uva industrial y uva pasa), se caracteriza por su alto valor econémico. La inoculacién de las plantas con
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (MPCV) es una alternativa al uso de agroquimicos
requeridos en la produccién. Asi mismo, se han utilizado enmiendas para el suelo, como el yeso agricola,
que permiten mejorar las caracteristicas del suelo. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de MPCV (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Psendomonas fluorescens y Trichoderma hargianum) en combinacion
con yeso agricola, aplicados al suelo en plantas de uva de la variedad Cabernet sanvignon. Se realizé en cuatro
tratamientos: T1: Testigo (sin tratamiento), T2 Yeso agricola, T3: Trichoderma hargianum + yeso agricola,
T4: consorcio microbiano (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma hargianum) +
yeso agricola, bajo un disefio experimental completamente al azar. Las variables analizadas fueron:
clorofila, analisis nutrimental de tejido foliar, nimero y peso de racimos, bayas por racimo, rendimiento
del cultivo, grados Brix, acidez titulable y firmeza del fruto. La aplicaciéon de los tratamientos aumento

un 16.58% (T3) y 35% (T4) en el rendimiento para la uva industrial.

INTRODUCCION

El fruto de la vid (I/#s vinifera 1..) es considerado uno de los principales frutales en el sector
agricola mexicano, por su alto valor comercial y por ser uno de los principales frutos de exportacion.

En México, el Estado con mayor produccién de uva industrial es Zacatecas con un volumen de
29, 854 toneladas, mientras que el Estado de Sonora se posiciona en el séptimo lugar con un volumen de
produccion de 1,812 toneladas. El destino de esta fruta es principalmente la elaboracién de vinos de mesa

y otros productos industriales (SIAP, 2023).
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Existen diversas variedades de uva producidas en México para uso industrial. Entre las principales
variedades de uva para vino se encuentran Cabernet Sanvignon, Merlot, Syrahy Chardonnay, que destacan por
su gama aromatica que le dan cualidades del vino (Vazquez et al., 2022).

Para satisfacer las necesidades de produccion se requiere de grandes cantidades de insumos
agroquimicos e intensivas practicas agricolas no sostenibles, por lo que la actividad microbiana del suelo
ha sido afectada. El desequilibrio de estas comunidades microbianas provoca procesos que limitan su
capacidad de llevar a cabo sus principales servicios ecosistémicos, como la produccién de biomasa y el
reciclaje de nutrientes, reduciendo asi, la calidad y rendimiento de los cultivos (Cruz et al., 2021).

La aplicacion de inoculantes a base de microorganismos es una alternativa que favorece la
conservacion del medio ambiente y contribuye a la calidad del suelo. Estos microorganismos son un
grupo de especies que interactuan en la rizosfera con las raices de las plantas, favoreciendo la promocion
del crecimiento vegetal y el control biolégico de patégenos (Blake et al., 2021).

También, se han utilizados enmiendas para el suelo, como lo es el sulfato de calcio di-hidratado
(CaSO4+2H,0), conocido cominmente como yeso agtricola, cuya aplicacién mejora las propiedades del
suelo al desplazar el sodio presente en ¢€l, favorece su estructura y disponibilidad de los nutrientes,
aumentando la produccién de los cultivos (Zenteno et al., 2020).

El objetivo de presente estudio fue evaluar el efecto de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma hargianum) y yeso
agricola aplicados al suelo en cultivo de uva industrial de la variedad Cabernet sanvignon, a través de analisis

nutrimentales, fisiolégicos, de rendimiento y calidad postcosecha para incrementar su productividad.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en un lote experimental de un cultivo de vid de variedad Cabernet sanvignon,
de seis afios de edad, dentro de la parcela 98 Z-1 P 1/1 del ejido Esperanza, ubicado en Municipio de Cajeme,
Sonora, México. En un suelo franco-areno-arcilloso, con un pH de 7.6 y un porcentaje de materia organica
de 1.26. El experimento se desarroll6 durante el ciclo primavera-verano 2023. El disefio experimental fue
completamente al azar, con cuatro tratamientos y diez repeticiones por tratamiento (plantas). Los
tratamientos fueron: T1 testigo (sin tratamiento); T2 yeso agricola; T3 Trichoderma harzianum + yeso
agricola; T4 consorcio microbiano (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma
harzianum) + yeso agticola. Los microorganismos se inocularon a una concentracion de 10° UFC mL"' m
* de suelo. Mientras que el yeso agricola fue a una concentracion de 40 kg ha' de calcio. Las aplicaciones
de yeso agricola con MPCV se realizaron cada 15 dias, a partir de la brotacién, con un total de ocho
aplicaciones en el ciclo.

Durante el ciclo completo de la uva se evaluaron variables como clorofila, mediante el Soil-Plant
Analysis Development (Spad 502 Konica Minolta, Osaka, Japén), para lo cual se realizaron lecturas

semanales a partir de la primera aplicacién de tratamientos, entre las 11 y 14 horas del dia, realizando el
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promedio de tres mediciones en tres partes diferentes de una hoja fisiol6gicamente madura, reportando

como resultado unidades SPAD.

Figura 1. Muestra compuesta de tejido vegetal en plantas de uva industrial

Para el analisis nutrimental de tejido foliar, se determinaron la concentraciéon de macro (N, K, P,
Ca y Mg) y micronutrimentos (Fe, Cu, Zn y Mn) con una muestra compuesta de tejido vegetal para cada
tratamiento (Figura 1), colectadas durante las etapas de floracién y envero (Figura 2A). El analisis se

realiz6 mediante los métodos de Alcantar y Sandoval (1999), en un espectrofotémetro DR3900 HACH.

Figura 2. Etapas fenologicas de la vid: A. Etapa de envero y B. Etapa de vendimia (maduracion)

Para las variables de rendimiento, se contabilizaron el nimero total de racimos por planta (Figura
2B) y nimero de bayas. El peso por racimo se determiné en una bascula digital, obteniendo los resultados
en gramos (g), extrapolandose toneladas ha™ para obtener el rendimiento total del cultivo por hectérea.

Dentro de las variables postcosecha, se evaluaron grados Brix, mediante de un Refractémetro

modelo RHB-32. La acidez titulable se determiné a partir del zumo obtenido tras el triturado de las
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muestras del fruto a través de la titulacion de NaOH 0.1N, mediante el empleo de fenolftaleina como
indicador. Mientras que la firmeza del fruto se midié con un penetrémetro (FT-10 Wagner-Instruments).
Los datos fueron procesados y analizados mediante un analisis de varianza ANOVA y la prueba

de comparacion multiple de medias de Tukey (p<0.05), en el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 22.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observa que la inoculacién con MPCV vy yeso agricola aumenté la concentracion de clorofila
en todas de las semanas de medicion. Los tratamientos T3 y T4 presentaron la mayor concentraciéon con
respecto a T1 y T2. (Figura 3). El tratamiento del consorcio de todos los microorganismos en
combinacién con yeso agricola (T4) presentd diferencias estadisticamente significativas en comparacion

con el testigo, al aumentar 2.23, 1.94, 4.33, 5.34, 3.27, 5.99, 2.55% para las semanas 1, 2, 4, 6, 7, 8, y 10.
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Barras con la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, P < 0.05).

Figura 3. Medicién semanal de clorofila en plantas de uva industrial, con el efecto de la aplicacion al
suelo de MPCV y yeso agricola

La concentracién de clorofila esta directamente relacionada con el contenido de N en la planta.
Este elemento es esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que forma parte de las proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos y clorofila (Mendoza-Tafolla et al., 2022). En un estudio realizado por
Rojas-Sanchez et al. (2022) obtuvieron un aumento en la concentracién de clorofila con los compuestos
producidos por la bacteria Bacillus subtilis en tres cultivares de zarzamora. Por su parte, Lemus-Soriano et
al. (2021) en un experimento en cultivo de aguacate, obtuvieron los mayores resultados en concentraciéon
de clorofila al utilizar un consorcio compuesto con 1. harzianum y B. subtilis.

La inoculaciéon con MPCV aumenté considerablemente los macros y micronutrimentos en las

etapas de floraciéon y envero, siendo T3 y T4 los tratamientos con mayor concentracion nutrimental
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(Cuadro 1). El tratamiento compuesto por los cuatro microorganismos en combinacion con yeso agricola
(T4) obtuvo los mayores resultados de concentracién en la mayoria de los nutrimentos, al obtener un
aumento de 5.38% (N), 18.46% (P), 46.66% (K), 15.55% (Ca), 7.55% (Mg), 82.56% (Fe), 25.00% (Cu),
146.66% (Zn) y 55.55% (Mn) en comparacion con T1. Asi mismo, obtuvo un aumento en la etapa de
envero con 14.44% (N), 33.96% (P), 12.94% (K), 22.75% (Ca), 25.00% (Mg), 38.88% (Fe), 7.69% (Cu),
21.43% (Zn) y 38.88% (Mn) en comparacioén con el testigo.

Cuadro 1. Concentraciéon nutrimental en tejido foliar de uva industrial, con el efecto de la aplicacion al
suelo de MPCV y yeso agricola

Etapas del N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn
cultivo

Tratamientos

% ppm

T1: Testigo 1.86 0.65 105 180 053 8 120 150 18.0

T2: Yeso agricola 192 062 120 195 057 99 140 220 16.0

Floracion
T3: T, harziansm + Yeso agricola 216 074 126 196 0.60 144 140 350 250

T4: B. subtilis + B. cereus + P. fluorescens + 1. 196 077 1.54 2.08 057 157 150 37.0 28.0
harzianum + Yeso agticola

T1: Testigo 1.80 053 085 1.67 048 90 130 140 18.0

T2: Yeso agticola 201 060 095 198 056 88 125 18.0 18.0

Envero
T3: T, hargianam + Yeso agticola 205 0.65 092 201 055 117 140 18.0 22.0

T4: B. subtilis + B. cereus + P. fluorescens + 1. 2.06 071 0.96 2.05 0.60 125 140 170 250
harzianum + Yeso agticola

Referencia* 1.7- 015 1.5- 13 0.3-  40- 505 25- 30-
3 -0.5 2 ) 1.5 300 ) 100 150

* Jones et al. (1991)

En el nimero de racimos no se presentaron diferencias estadisticamente significativas en los
tratamientos, sin embargo, se puede observar que se presenté una tendencia de incremento con la
aplicacion de los tratamientos, siendo los tratamientos T3 y T4 los que presentaron la mayor cantidad de
racimos (Cuadro 2). Para una producciéon de uva de calidad se requiere de un manejo en la produccion
denominado raleo, el cual implica dejar un cierto numero de racimos y eliminar el resto, por lo que un
exceso de racimo no es el objetivo en la produccién de uva, ya que puede comprometer la calidad. Se han
realizado una gran cantidad de estudios donde la inoculacién de estos microorganismos aumenta el
numero de frutos en diversos cultivos, tal es el caso de Gallegos-Morales et al. (2022) que obtuvieron un
aumento del 48% en frutos con la inoculacion de T. hargianum en cultivo de chile.

La aplicacién de tratamientos mostré un aumento en el numero de bayas por racimo, aumentando
enun 4.6, 9.2y 12.6% para T2, T3 y T4 respectivamente, en comparacion con el testigo (Cuadro 2). En
un estudio realizado por Yuste et al. (2023) evaluaron la produccion, desarrollo vegetativo y calidad de

uva por efecto de estrés hidrico durante tres afios, obtuvieron un valor de nimero de bayas de 86 a 95

|21 ]



Biotecnologia agropecuaria aplicada

bayas por racimo para la variedad Cabernet Sanvignon, lo que coincide con los datos obtenidos en este
estudio.

Para el peso del racimo no se presentaron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo,
se puede observar que las plantas tratadas tienen una tendencia a incrementar (Cuadro 2). Los valores de
peso oscilaron entre los 95 a 105 g, lo cual concuerda con los valores de peso de racimo en un estudio
con distintos volimenes de riego en Baja California, los cuales obtuvieron pesos de 96 a 110 g en la
variedad Cabernet Sanvignon (Valenzuela-Solano et al., 2023).

Un estudio realizado por Chen et al. (2022) evaluaron el efecto promotor de crecimiento de la
inoculacién de un cultivo de vid con una bacteria del generd Bacillus, obteniendo que las plantas tratadas
aumentaron significativamente el peso de la uva en comparacion con las plantas no tratadas.

Del mismo modo, se trealizé6 un estudio en donde se evaluaron tres concentraciones de un
biofertilizantes a base de Pseudomonas en un cultivo de vid, obteniendo como resultado un favorable
crecimiento en la uva, ya que aument6 significativamente el peso y tamafio, siendo 17.2% mayor el peso
de la baya en plantas tratada en comparacion con el testigo (Lu et al., 2020).

La aplicaciéon de los tratamientos aumento el rendimiento del cultivo, siendo T4 quien mostrd
diferencia estadisticamente significativa con T1. Este incremento fue de 8.95, 16.58 y 35% para T2, T3 y
T4 respectivamente en comparaciéon con T1 (Cuadro 2).

El valor de grados Brix no presento diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos
evaluados, cuyos valores oscilaron de entre 19.60 a 21.50 (Cuadro 3). Este resultado coincide con los
reportados por Florez y Montes (2023) que al evaluar el efecto que tiene la aplicaciéon de bacterias en el
cultivo de fresa no obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, los tratamientos
aplicados si tuvieron un aumento numérico en la concentraciéon de grados Brix.

Por su parte, Flores-Breceda et al. (2022) determinaron como rango de aceptacion para la cosecha
de uvas para la producciéon de vino de entre 21° y 25° Brix, quienes en un experimento obtuvieron

concentraciones de grados Brix de 19.7 a 23.1 para la variedad Cabernet Sanvignon.

Cuadro 2. Variables de rendimiento en uva industrial, con el efecto de la aplicacion al suelo de MPCV'y
yeso agricola

Numero de Peso del racimo Bayas por Rendimiento
Tratamientos
racimos (2) racimo (Ton/ha)
T1: Testigo 18.00 a 95.00 a 87 b 3.80b
T2: Yeso agricola 19.00 a 98.00 a 91 ab 4.14 ab
T3: T. harzianum + Yeso agricola 20.00 a 99.75 a 95 ab 4.43 ab
T4: B. subtilis + B. cereus + P. fluorescens + 2150 a 105.00 a 98 a 513 a

T. harzianum + Yeso agticola

Medias con la misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Tukey, P <0.05).

|22



Biotecnologia agropecuaria aplicada

En cuanto a la acidez titulable, los rangos oscilaron en 0.93 a 1.01% de acidez sin presentar
diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 3). Los datos coinciden con el estudio realizado por
Sanchez-Monfort et al. (2020) quienes evaluaron parametros de madurez en diferentes variedades de uva
para la elaboracién de vino, obteniendo como resultado una acidez de entre los 0.5 a 1.02%. Asi mismo,
se desarroll6 un estudio en diferentes variedades de uva, en el cual la variedad Cabernet Sauvignon obtuvo
un resultado de acidez titulable de 0.38 a 1.4% (Schneider et al., 2020). En la firmeza del fruto no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, se obtuvo un aumento de 7.98, 7.36
y 2.45% para los tratamientos T2, T3 y T4 respectivamente en comparacion con el T1 (Cuadro 3). La
firmeza del fruto es una caracteristica que define su calidad (Escorcia-Luna ez a/., 2020). Se observa que
los tratamientos T2, T3 y T4 son los que tienen un mayor valor numérico, a pesar de no presentar
diferencias estadisticamente significativas. Esta firmeza puede estar asociado al contenido de calcio, ya
que los tratamientos T2, T3 y T4 son los que presentan la mayor concentracion de este macroelemento.
En las células vegetales el calcio cumple diversas funciones, entre ellas, la parte estructural, manteniendo

la integridad de las membranas de la pared celular (Fischer et al., 2021).

Cuadro 3. Variables de calidad potcosecha en uva industrial, con el efecto de la aplicacion al suelo de
MPCV y yeso agricola

Grados Brix Acidez titulable (AT) Relacion Firmeza
Tratamientos
(SST) (%) SST/AT (Kgf)
T1: Testigo 20.30 a 1.00 a 16.02 a 326 a
T2: Yeso agticola 19.60 a 1.01a 1591 a 352 a
T3: T. harzianum + Yeso agticola 20.50 a 0.95a 17.97 a 3.50a
T4: B. subtilis + B. cereus + P. fluorescens 21.50 a 093 a 17.78 a 3342

+ T. hargianum + Yeso agricola

Medias con la misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Tukey, P <0.05).

CONCLUSIONES

La inoculaciéon con MPCV vy yeso agricola en el cultivo de uva de uva industrial incrementa el
contenido nutrimental de tejido foliar en las etapas de floraciéon y envero del cultivo. Ademas, favorece
significativamente las variables de clorofila, nimero de bayas por racimo y rendimiento total del cultivo.

Por su parte, las variables de calidad postcosecha no presentaron un efecto significativo.
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RESUMEN

El propésito de esta investigacion fue evaluar el efecto de los pulsos ultrasénicos en la extraccion
de compuestos bioactivos de Euphorbia prostrata (Golondrina). Se extrajo la fraccion lipidica de la planta
para determinar su capacidad antioxidante y antifungica. La extraccion se realizé6 mediante arrastre de
vapor y maceracion con solventes, con y sin la asistencia de pulsos ultrasénicos. Los resultados obtenidos
mostraron mayor rendimiento en ambos métodos cuando se utilizé los pulsos ultrasénicos como
asistente de extraccion. Ademas, la evaluacion de la capacidad antifungica revelo un mayor porcentaje de
inhibicién frente al hongo Saprolegnia, permitiendo un crecimiento del 30% y 51% a los 10 dias cuando
se utiliz6 el extracto de golondrina obtenido por arrastre de vapor y maceracion con la asistencia de pulsos
ultrasonicos, respectivamente. Congruentemente, la capacidad antioxidante fue mas alta en los métodos
de extraccion asistidos por pulsos ultrasénicos, destacando la fraccion lipidica obtenida mediante arrastre

por vapor la que obtuvo el valor mas alto.

INTRODUCCION

Euphorbia Prostrata (Golondrina), es una especie fanerégama perteneciente a la familia de
las Euforbidceas. Es endémica desde Estados Unidos hasta Sudamérica siendo  una hierba anual

cuyos tallos delgados postergados alcanzan hasta unos 20 centimetros de largo, a veces de color purpura.
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Las hojas de forma oval, de hasta un centimetro de largo con bordes finamente dentados (Rojas et al.,
2010).

Estudios recientes han demostrado que los compuestos bioactivos presentes en extractos de E.
prostrata (Golondrina) tiene propiedades antioxidantes (Valenzuela-Soto et al., 2019). Se ha comprobado
también que extractos de la planta ejercen una acciéon depresora del sistema nervioso central, inhibidora
de la actividad espontanea, inmuno estimulante; por otro lado, los extractos acuosos han mostrado
capacidad antibacterial (Casado Villaverde, 2018; Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo, 2018).

La destilacién por arrastre de vapor de agua es el método mas comun para la obtencién o
extraccion de compuestos bioactivos, especificamente de las fracciones lipidicas o aceites esenciales,
consiste en un proceso de separacion por el cual el vapor de agua vaporiza los compuestos volatiles de la
materia vegetal, este procedimiento consiste en el paso de flujo de vapor atreves de la materia prima de
este modo arrastra consigo los aceites esenciales, posteriormente estos vapores se condensan dando lugar
a la destilacion liquida formado por dos fases inmiscibles, estas dos fases se pueden separar por medio
de decantacion gracias a las distintas densidades (Casado-Villaverde, 2018). Otro de los métodos de
extraccion es por solventes o maceracion consiste en exponer a la materia prima en contacto con el
solvente basandose en la difusién de la fraccion lipidica de la planta y el solvente a través de la materia
prima (Pérez-Pezo, 2000; Paucarchuco-Soto et al., 2023).

Los pulsos ultrasénicos son ondas acusticas cuya frecuencia esta por encima de la capacidad de
audicion del oido humano; esas ondas viajan en una frecuencia superior a la percibida por el oido humano
menores a los 16kHz y viajan por la superficie y del material a una velocidad determinada dependiendo
de la naturaleza de este (Villamiel et al, 2017). Por lo que tienen distintas aplicaciones entre las cuales
destaca su uso en ciencias de alimentos en donde la onda de ultrasonido generado provoca ondas
mecanicas que originan unos esfuerzos cortantes muy elevados lo cual facilita la ruptura de estructuras y
permiten la destrucciéon de paredes celulares, extraccion compuestos de interés (Bermudez-Aguirre,
2017). Con el fin de elucidar si esta tecnologia emergente tiene un afecto sobre el rendimiento,
propiedades antioxidantes y anti-fingicas de los extractos se desarroll6 la presente investigacion.

Por otro lado, considerando el potencial de la planta golondrina como fuente de compuestos
bioactivos con distintas propiedades funcionales, se plante6 la obtenciéon de las fracciones lipidicas
mediante dos métodos de extraccion y con la asistencia de pulsos ultrasénicos, gracias a su alta eficiencia,
aunado a ser considerada una tecnologfa emergente, con el proposito de dar un mayor valor agregado a
esta planta, y con el fin de disminuir su impacto ambiental y proyectar la generacion de una industria de

ingredientes funcionales de gran interés.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Tecnologico Nacional de México campus Valle del
Yaqui, ubicado en avenida Tecnolégico del Valle del Yaqui, Block 611, Bacum, San Ignacio Rio Muerto,
Ciudad Obregdn, Sonora, México. C.P. 85270, especificamente en el area del laboratorio de pulsos
ultrasonicos y en el laboratorio de acuacultura. Ambos laboratorios cuentan con el equipo adecuado para

la realizacion de esta investigacion.

Colecta de la planta Euphorbia Prostrata (Golondrina)

El lugar de donde se obtuvo la hierba fue en las inmediaciones del ejido Cuauhtémoc o llamado
también Campo 5, en el Municipio de Cajeme. Se ubica en el sur del estado de Sonora, con coordenadas

27°26'00"N 110°01'00"O. Se colectaron aproximadamente 5 kg (hojas).

Extraccion de la fraccion lipidica
Extraccion por arrastre de vapor

Para la extraccion de la fraccién lipidica se siguié la metodologia de Ozel & Kaymaz en el 2004;
mediante el principio de la extraccion con el uso del vapor saturado o sobrecalentado, y su paso por la
muestra seea a través del flujo del condensador formando en el interior del destilador utilizando el agua
como agente extractor (Recio-Cazares et al., 2024; Ozel & Kaymaz, 2004; Virk-Pannu et al., 2018).

El proceso de extracciéon de arrastre por vapor también llamado hidrodestilacién; consistié en
colocar la materia prima vegetal (hojas) en el hidrodestilador, de manera que forma un lecho fijo
compacto, de la materia vegetal cortada. El vapor de agua se inyecto mediante un distribuidor interno,
proximo a su base y con la presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho; La generacion
del vapor fue serda mediante la base del recipiente, conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la
materia prima se calenté y liberaron los compuestos volatiles contenidos, y estos a su vez, debido a su
alta volatilidad se evaporaron y fueron "arrastrados" corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador
(Virk-Pannu et al., 2018). L.a mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluy6 hacia un condensador, donde
la mezcla se enfrié y condensé. A la salida del condensador, se obtuvo una emulsion liquida inestable, la
cual, fue separada con un embudo de separacion (Ozel & Kaymaz, 2004). Se utilizaron aproximadamente
150 gr de muestra de golondrina en el contenedor para su extraccion, el proceso se llevo a cabo varias

veces hasta la obtencion de la suficiente emulsiéon para su separacién y posterior analisis.

Extraccion por arrastre de vapor con la asistencia de pulsos ultrasénicos

Previo a seguir la metodologia de Ozel y Kaymaz (2004); para la extraccion se utilizaron pulsos

ultrasénicos siguiendo la metodologia de Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo (2018). Se utiliz6 una
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relacién 1:10 de golondrina y agua, a continuacion, se aplicé los pulsos ultrasénicos durante 20 min con
intervalos de 20 segundos de pulsos por 10 segundos de descanso a una amplitud del 30% de onda. Luego
de este periodo se sigui6 la metodologia antes mencionada para la extraccién por arrastre de vapor (Figura

1.

Extraccion por arrastre con vapor

Pretratamiento con pulsos ultrasénicos

= =
L
?ggg':F } .' ' ] e

Figura 1. Técnicas de extracciéon de compuestos bioactivos: Asistencia con pulsos ultrasonicos y
Extraccién por arrastre con vapor.

Extracciéon por maceracion

Para el método de extraccion mediante maceracion se siguié la metodologia descrita por Melo-
Guerrero et al. (2020). En este método de extraccion se utilizé la muestra seca y molida, la cual se puso
en contacto con alcohol a 96%. Estos disolventes solubilizan la muestra, permitiendo la extraccion de
distintas sustancias tales como aceites, grasas, proteinas y ceras, obteniéndose asf al final una oleorresina
O un extracto impuro.

Se trituro la planta golondrina seca en un procesador de alimentos Oster clasico de 1.26 L y se
utiliz6 un molino para reducir el tamano de particula. Se pesaron 50 gr de golondrina en matraces y se
agregaron 100 mL de etanol al 90%, asegurandose de que cubriera toda la planta triturada y se colocaron
en agitaciéon. Una vez sellado se almacenaron en agitaciéon constante durante 10 dias protegido de la luz,
después de este periodo se procedié a separar el solvente de la muestra mediante filtraciéon con papel
whatman nimero 125 mm con bomba al vacio. El solvente obtenido se guardé en frascos ambar de
vidrio esterilizados previamente.

Extraccion por maceracion con la asistencia de pulsos ultrasonicos

Después de seguir la metodologia descrita por Melo-Guerrero et al. (2020). Se aplicaron los pulsos
ultrasénicos siguiendo la metodologia de Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo (2018). Se aplicaron
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directamente en la solucién que se prepard en una relacion 1:2 de golondrina y alcohol, a continuacion,
se aplicé los pulsos ultrasonicos durante 20 min con intervalos de 20 segundos de pulsos por 10 segundos
de descanso a una amplitud del 30% de onda. Luego de este periodo se siguié la metodologia antes
mencionada para la extraccion por maceracion (Figura 2).

Postratamiento con pulsos ultrasénicos

Extraccion por maceracion

(: ) 20:00 min
O

Figura 2. Técnicas de extraccién de compuestos bioactivos: Extraccion por maceracion y asistencia con
pulsos ultrasénicos.

Determinacion de la capacidad antifangica

Para la determinacién de la capacidad antifingica se sigui6 la metodologia de Smith y col 1985.
El primer paso consistié en reactivar las cepas del hongo Saprolegnia, siguiendo la metodologia de Flint et
al. (2004); se incuban en agar avena, el proceso de reactivacion consistié en dejar reposando avena durante
24 horas en agua destilada, a razén de 40 gr/L. Después se prepararon 600 mL de medio de cultivo
utilizando el caldo de avena como base para el medio, se adicionaron 2 gr/L de extracto de levadura,
5gr/L de glucosay 25 gr/L de agar bacterioldgico, se llevo a la autoclave a 121 °C, el medio fue acidificado
después de la esterilizacion, con acido tartarico al 10% a razén de 14ml./L de medio, cuando este alcanzo
45 °C.

A continuacion, se evaluo la capacidad antifungica de los distintos extractos obtenidos siguiendo
la metodologia de Marqués-Camarena (2015). Se utilizaron dos concentraciones de los distintos extractos
500 uL y 1000 pL, mediante la siembra por difusiéon en pozo, incubandose a 26 °C para su postetior
evaluacion radial a los 10 dfas (Figura 3).

Los extractos evaluados fueron codificados de la siguiente manera, VSP: golondrina extraida por
arrastre con vapor sin pulsos, VCP: golondrina extraida arrastre con vapor asistida con pulsos, MSP:

golondrina extraida por maceracion sin pulsos, MCP: golondrina extraida por maceracién con pulsos.

Determinacion de la actividad antioxidante

Para la determinacién de la capacidad antioxidante se sigui6 la metodologia propuesta por

Dewanto et al. (2002), con modificacion por Tovar del Rio (2013). Se pesaron 1.23 mg de 2,2-difenil-1-
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picrilhidracilo (DPPH) en un matraz volumétrico y se disolvieron en 25 ml de dimetilsulféxido (DMSO)
para obtener una solucién 125 puM, la cual se puso en agitacion, esta solucién madre se utilizé para
preparar las diluciones de los distintos viales con los extractos lipidicos obtenidos de la golondrina y se
diluyeron en 1 ml de DMSO para obtener soluciones stock de las cuales se tomaron 100 pl y se diluyeron
en 900 pl para obtener la primera dilucién y asi sucesivamente. Los resultados se han expresado en

equivalentes a Trolox (Figura 3).

N 26°C

C:j 10 dias

Actividad antioxidante

Actividad antifungica

4

Extracm”
Extracto ‘

V4

Figura 3. Determinacion de actividad antifingica y actividad antioxidante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos lipidicos

En el Cuadro 1. se observa que el método de extraccion por arrastre con vapor con asistencia de
pulsos ultrasénicos muestra una diferencia estadisticamente significativa, siendo superior al método sin
la asistencia de pulsos. Un comportamiento similar se aprecia en el método de extracciéon por maceracion
con asistencia de pulsos ultrasénicos, donde se registran valores mas altos comparados con la maceracion

sin pulsos ultrasénicos.

Cuadro 1. Rendimiento de extraccién de fracciones lipidicas

Método de extraccion Pulsos ultrasénicos Rendimiento %
Arrastre por vapor Con asistencia 13+1.2*
Sin asistencia 10+0.9°
Maceracion Con asistencia 29+0.8°
Sin asistencia 2541.0¢

Los resultados son promedio de 3 repeticiones * desviaciones estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<<0.05

Asimismo, el método de extraccion que presenta mayor rendimiento en cuanto a la fraccion

lipidica es la maceracién con asistencia de pulsos ultrasénicos. Este comportamiento posiblemente se
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relaciona con el efecto de la cavitacién proporcionado por los pulsos ultrasénicos, que rompe estructuras
internas donde se encuentran las fracciones lipidicas de la planta golondrina, permitiendo asi una mayor
extraccion, independientemente del método utilizado (Paucarchuco-Soto et al., 2023). Comportamientos
similares fueron reportados para la extracciéon de aceite esencial de toronja mediante arrastre de vapor y

maceracion por Hernandez-Castillo (2021).

Determinacion de la capacidad antifuangica

En el cuadro 2 se puede observar el efecto antifungico de los distintos extractos lipidicos de
golondrina obtenidos por ambos métodos arrastre de vapor y maceracion. Se utilizaron dos
concentraciones para su evaluacion frente al hongo Saprolegnia, durante un periodo de 10 dias.

Los porcentajes de inhibicién mads altos frente al hongo Saprolegnia tueron alcanzados por el
extracto obtenido mediante arrastre por vapor con asistencia de pulsos ultrasénicos, a una concentracion
de 1000 plL, permitiendo el crecimiento del hongo en un 30%. Este método fue seguido por el extracto
obtenido por maceraciéon con asistencia de pulsos ultrasénicos, a la misma concentracion, permitiendo
un crecimiento del hongo del 51%. Estos resultados indican que la asistencia de pulsos ultrasénicos
potencia significativamente la capacidad antifungica de los compuestos presentes en las fracciones
lipidicas obtenidas mediante diversos métodos de extraccion. Comportamientos similares fueron
reportados en la evaluacion de aceites esenciales incorporados a peliculas de quitosano (Valencia-Sullca,

et al.,, 2018).

Cuadro 2. Capacidad antifungica.

Extractos Concentracion Diametro Crecimiento
(n) (mm) (%)
Control (Sin extracto) - 35.2%+ 0.05 100
500 35.1 £ 0.05° 100
VSP 1000 24.5 + 0.02° 70
500 30.1x 0.03¢ 86
CP
v 1000 10.5+ 0.08¢ 30
_l’_ a
MSP 500 35.2 = 0.04 100
1000 30.3 = 0.07¢ 86
500 32.5 = 0.06¢ 93
MCP
¢ 1000 17.8 + 0.03f 51

Los resultados son promedio de 6 repeticiones £ desviaciones estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<0.05. VSP: golondrina extraida por vapor de agua sin pulsos. VCP:
golondrina extraida por vapor de agua asistida con pulsos. MSP: golondrina extraida por maceracién sin pulsos. MCP:
golondrina extraida por maceracién con pulsos

La actividad antifungica observada se atribuye principalmente a los compuestos volatiles y aceites

esenciales presentes en las fracciones lipidicas (Allagui et al., 2024; Alvarez-Garcia et al, 2023). Los
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extractos que no fueron tratados con asistencia de pulsos ultrasénicos permitieron un mayor crecimiento
del hongo, con valores de inhibicién que variaron del 70% al 100%. Esto resalta la eficacia de los métodos
asistidos por ultrasonidos en la extracciéon y activacion de componentes antifungicos, subrayando su

potencial en aplicaciones antifungicas avanzadas (Nazzaro et al., 2017; Pabon et al., 2022).

Determinacion de la capacidad antioxidante

Los valores obtenidos en relaciéon con la capacidad antioxidante de los distintos extractos se
pueden observar en el Cuadro 3. Los valores mas altos fueron alcanzados por el método de extraccion
port arrastre de vapor asistido con pulsos ultrasonicos, con un valor de 103.30 en capacidad antioxidante.
Un comportamiento similar se observa en el extracto obtenido por maceracion asistida con pulsos
ultrasénicos, que presenta un valor de 92.79. Esto confirma que el uso de pulsos ultrasénicos como
asistente en la extraccion de fracciones lipidicas mejora las propiedades funcionales de los compuestos

extraidos, independientemente del método utilizado para su obtencion.

Cuadro 3. Capacidad antioxidante

Tratamiento Actividad antioxidante
MSP 85.86 £ 0.08*
MCP 92.79 £ 0.11°
\B) 100.66 + 0.02°
VCP 103.30 + 0.05¢

Los resultados son promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<<0.05. VSP: golondtina extraida por vapor de agua sin pulsos. VCP:
golondrina extraida por vapor de agua asistida con pulsos. MSP: golondrina extraida por maceracion sin pulsos. MCP:
golondrina extraida por maceracién con pulsos.

CONCLUSIONES

El uso de los pulsos ultrasonicos no solo mejora la eficiencia de la extraccion de compuestos
bioactivos, sino que también incrementa significativamente el rendimiento y la efectividad de las
fracciones lipidicas extraidas. Este método, al aprovechar el fenémeno de la cavitacion, facilita la ruptura
de las estructuras celulares y la liberacion de compuestos bioactivos, logrando asi una mayor
concentracién de sustancias funcionales en los extractos obtenidos.

Por otro lado, los pulsos ultrasénicos, ademas de mejorar la extraccion de compuestos bioactivos,
también incrementan su efectividad antifingica, ofreciendo una estrategia prometedora para el control
de patdgenos como Saprolegnia. Estos hallazgos estan en consonancia con investigaciones previas que

demuestran la efectividad de los aceites esenciales en aplicaciones antifingicas.
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Los valores obtenidos respecto a la capacidad antioxidante son coherentes con determinaciones
anteriores, evidenciando el efecto positivo de la asistencia de pulsos ultrasonicos. Esta técnica también
potencia las propiedades antioxidantes de los compuestos extraidos, demostrando ser una herramienta
valiosa para mejorar la calidad y eficacia de los extractos obtenidos.

La utilizaciéon de pulsos ultrasoénicos como asistente en el proceso de extraccion de las fracciones
lipidicas no solo optimiza la recuperacion de compuestos bioactivos, sino que también incrementa su

funcionalidad, abriendo nuevas posibilidades de uso en diversas aplicaciones industriales y cientificas.

BIBLIOGRAFIiA

Alvarez-Garcia, S.; Moumni, M.; & Romanazzi, G. (2023). Antifungal activity of volatile organic
compounds from essential oils against the postharvest pathogens Botrytis cinerea, Monilinia fructicola,
Monilinia fructigena, and Monilinia laxa. Frontiers in Plant Science, 14.

Allagui, M. B.; Moumni, M.; & Romanazzi, G. (2024). Antifungal Activity of Thirty Essential Oils to
Control Pathogenic Fungi of Postharvest Decay. Antibiotics, 13(1), 28.

Bermudez-Aguirre, D. (2017). Ultrasound: Advances in food processing and preservation. 1** Edicion,
Kindle Londres (ed) elsevier. 529p.

Casado-Villaverde, 1. (2018). Optimizacion de la extracciéon de aceites esenciales por destilaciéon en
corriente de vapor. Tesis de Licenciatura en ingenierfa en tecnologias industriales, Universidad
politécnica de Madrid, Madrid.

Flint, S. J.; Enquist, L. W.; Krug, R. M.; Racaniello, V. R.; & Skalka, A. M. (2004). Principles of Virology,
Molecular Biology, Pathogenesis and Control. A S M Press. Washington D C. 663-713 pp.

Dewanto, V.; Wu, K.; Adom & Liu, R. (2002). Thermal processing enhances the nutritional value of
tomatoes by increasing total antioxidant activity. Journal of agricultural and food chemistry, 3010-
3014.

Hernandez-Castillo, A. V. (2021). Extracciéon De Aceite Esencial De Subproductos De La Toronja (Citrus
PARADISI) Asistida Por Pulsos Ultrasénicos, Sonora: Instituto Tecnoldgico del Valle Del Yaqui.

Marqués-Camarena, M. (2015). Composicion quimica de los aceites esenciales de Lavanda y Tomillo.
Determinacion de la actividad antifungica., Tesis de licenciatura en ingenierfa agronémica y del
medio rural. Universidad Politécnica. Valencia. Espana.

Melo-Guerrero, M. C.; Otrtiz-Jurado, D. E.; & Hurtado-Benavides, A. M. (2020). Comparison of the
composition and antioxidant activity of the chamomile essential oil (Matricaria chamomillal..)
obtained by supercritical fluids extraction and other green techniques. Revista de la Academia
Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. 44(172):845-856.

Nazzaro, F.; Fratianni, F.; Coppola, R.; & De Feo, V. (2017). Essential Oils and Antifungal Activity.
Pharmaceuticals. 10(4):86, 1:20.

| 34



Biotecnologia agropecuaria aplicada

Ozel, M.; & Kaymaz, H. (2004). Superheated water extraction, steam distillation and Soxhlet extraction
of essential oils of Origanum onites. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 379:1127-1133.

Pabon, L. C; Granados—Flérez,].; Rodriguez—Alvarez, M. F.,; Herneindez—Rodriguez, P.; & Velasco, W. J.
(2022). Antimicrobial Activity of Plant Extracts against Isolated Staphylococcus Infection in
Patients with Bacterial Conjunctivitis. Revista Ciencias de la Salud. 21(1):1-14.

Paucarchuco-Soto, J.; Torres-Gutiérrez, E. R.; Javier-Ninahuaman, H. J.; & Flores-Poma, 1. G. (2023).
Ultrasound optimization for extraction of essential oils from chamo-mile “Chamaemelum nobile”
using surface response methodology. Kanyu. 1(1):2023.

Pérez-Pezo, G. (2000). Extraccion de aceite esencial a partir de cascara de naranja valencia (Citrus sinensis)
por dos métodos: atrastre de vapor y solvente organico. Tesis de Licenciatura en ingenieria en
industrias alimentarias, Facultad de industria alimentaria. Universidad Agraria de la selva Tingo Matfa.

Recio-Cazares, S. L.; Jiménez-Gonzalez, O.; Lopez-Malo, A.; Palou, E.; & Ramirez-Corona, N. (2024).
Enhancing the extraction of essential oil from Mexican lippia (A/ysza citriodora) leaves obtained by
hydro-distillation aided by natural deep eutectic solvents (NADES). Chemical Engineering and
Processing, 195,1-9.

Rojas, N.; Avellaneda, S.; & Cuellar-Cuellar, A. (2010). Plantas empleadas en medicina tradicional en
tierra caliente, guerrero, México para el tratamiento de enfermedades, Colombia-México: Revista
colombiana de ciencia animal-recia. 2(1) 2010.

Tovar del Rio, J. (2013). Determinacién de la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de 30 plantas
recolectadas en la ecoregion cafetera. Tesis de licenciatura de quimico Industrial. Universidad
Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Colombia.

Usaquén Ramirez, M. J.; & Zafra Agudelo, M. A. (2018). Evaluacion del proceso de obtencion de aceite
esencial de semilla de mango a nivel laboratorio, Tesis: Licenciatura. Facultad de ingenierfa quimica,
Fundaciéon Universidad de América, Bogota Colombia.

Valenzuela-Soto, R.; Jiménez-Villarreal, J.; Garcia-Garza, R.; Betancourt-Martinez, N.; Lozoya-Martinez,
R.; Almaraz-Celis, D.; & Moran-Martinez, J. (2019). Evaluation of the Antioxidant Activity
of Cnidoscolus ~ chayamansa (Chaya), Euphorbia  prostrata (Herb  of the Swallow) and Jatropha
diowca (Drago blood) in Wistar rats Induced to Hyperglycemia. International Journal of
Morphology, 37(1):36-42, 2019.

Valencia-Sullca, C.; Vargas, M.; Atarés, L.; Chiralt, A. (2018). Thermoplastic cassava starch-chitosan
bilayer films containing essential oils. Food Hydrocolloids,75, 107-115.

Villamiel, M.; Montilla, A.; Garcia-Pérez, J.; Carcel, J.; & Benedito, J. (2017). Ultrasound in food
processing: Recent advances. Espasia John wiley-blackwell.

Virk-Pannu, S. K.; Kaur, H.; Kaur, K.; Singh, V. (2018). A Comparative Study Of Various Oil Extraction
Techniques In Plants: A Review. Agtiways Journal, 6(2), 59-65.

| 35 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

Capitulo 4

Evaluacion de la sustitucion parcial de harina de
pescado por harina de Amaranthus hybridus para cultivo
de tilapia (Oreochromis aureus)

Recibido em: 08/05/2024 Joe Luis Arias Moscoso'
Aprobado en: 29/05/2024 Alba Rocié Ochoa Meza '
g 10.46420/9786585756365cap4 Dulce Alondra Cuevas Acufia?

Barbara Aboites Martinez'
Jaime Edzael Mendivil Mendoza'
Francisco Cadena Cadena"

RESUMEN

En la acuicultura, la alimentacién representa casi la mitad de los costos de produccién, siendo
crucial para la salud y el bienestar de los peces. Las dietas T1, T2 y T3 mostraron un mayor contenido de
proteina y fibra en comparacién con un grupo control alimentado con alimento comercial puro. Esto
favorece un crecimiento saludable y digestion eficiente, con menos grasa para mantener un peso corporal
adecuado y reducir riesgos de enfermedades. Ademas, todas las dietas mantuvieron niveles adecuados de
cenizas y mostraron mayor contenido energético en T1, T2 y T3. Estudios anteriores respaldan la
sustitucion parcial de la harina de pescado por fuentes alternativas de proteina como harina de lenteja o
grillo, mejorando la composiciéon nutricional y el rendimiento de los peces. T1 destacé por su mejor
crecimiento frente al control, mientras que T2 y T3 mostraron crecimiento inferior en fases posteriores
del estudio. Los parametros fisicoquimicos del agua fueron &ptimos para la tilapia, incluyendo
temperatura y oxigeno disuelto. Las dietas con proteinas vegetales, aunque a menudo vistas como
inferiores a la harina de pescado, demostraron ser superiores en costo-beneficio y salud de los
organismos, resaltando la harina de Amaranthus hybridus como sustituto sostenible con alta tasa de

supervivencia.

INTRODUCCION

La acuicultura se ha consolidado como una actividad econémica importante en diversos paises,
aprovechando la capacidad de ciertos organismos acuaticos para adaptarse a varios entornos y alcanzar

altos niveles de produccion comercial. Estos peces se distinguen por su rapido crecimiento, eficiente

! Tecnolégico Nacional de México/I. T. del Valle del Yaqui. Av. Tecnolégico, Block 611, Bacum, Sonora. México.
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conversion de alimentos y resistencia a enfermedades (Alburqueque & Minuche, 2021). Sin embargo,
para garantizar una produccioén exitosa, es fundamental emplear alimentos que proporcionen niveles
adecuados de proteina segun el ciclo de vida del organismo (Alburqueque & Minuche, 2021; Loachamin
et al,, 2020).

Segtn los datos presentados por la FAO en 2022, la produccién mundial de acuicultura alcanzé
las 87.5 millones de toneladas de peso vivo en el afio 2020. En cuanto a la produccion global de pescado,
se estima que llegd a unos 179 millones de toneladas durante ese mismo afio (FAO, 2022).

La distribucién de la produccién total muestra que el 63% (112 millones de toneladas) provino
de aguas marinas, de las cuales el 70% procedi6 de la pesca de captura y el 30% de la acuicultura. Por
otro lado, el 37% (66 millones de toneladas) provino de aguas continentales, con un 83% proveniente de
la acuicultura y un 17% de la pesca de captura (FAO, 2022).

Dentro del ambito acuicola, se enfrentan diversos desafios operativos y de costos, especialmente
en lo relacionado con la alimentacion, que suele representar la fraccion mas significativa del gasto en el
cultivo de organismos acudticos. Los insumos predominantes en la elaboraciéon de alimentos acuicolas
son la harina y el aceite de pescado (Hodar et al., 2020; Morales, 2009) que representan del 50 al 70% del
alimento comercial. Sin embargo, estos recursos se encuentran sometidos a una intensa presion debido a
su explotacién excesiva, lo que supone una amenaza para la sostenibilidad de la pesca de captura (Garcia-
Medel, 2022). Como resultado, sus costos aumentan, tanto en su adquisicion como en su procesamiento,
impulsando a la industria alimentaria a buscar fuentes alternativas de proteina que puedan sustituir a la
harina de pescado y a disminuir el costo de produccion (Wangkahart et al., 2023).

Una alternativa para disminuir el costo de produccion es el uso de proteina vegetal que busca
satisfacer las demandas del sector acuicola y ofrecer una alternativa a la sobreexplotacién de la harina de
pescado (Ozdemir & Yildiz, 2019). Ante este escenario, la harina derivada de Amaranthus hybridus surge
como una alternativa para reemplazar la harina de pescado en la alimentacion acuicola. Esto se debe en
gran medida a su contenido proteico que puede alcanzar hasta un 22%, este recurso se destaca por su
capacidad para mejorar el crecimiento del organismo (Claudett et al., 2022; Parraga-Vergara & Parrales
Mendoza, 2020). Los datos obtenidos permitiran determinar el efecto de sustituir parcialmente el
alimento comercial por harina de Amaranthus hybridus en dietas para cultivo de tilapias (O. aureus), en los

parametros productivos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Acuacultura del Tecnolégico Nacional de
México, Instituto Tecnolégico del Valle Del Yaqui en las coordenadas 27° 24' 41"N y 110° 7' 53"O. Se
emplearon un total de 200 alevines reversados de Oreochromis spp, con una masa corporal promedio de

1,18 * 0,01 g. Estos alevines fueron aclimatados durante 60 min en un tanque con capacidad de 1000
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litros. El estudio se desarrollé durante un periodo de 70 dias, abarcando los meses de abril y mayo del
afio 2023.

Las hojas de Awmaranthus hybridus fueron recolectadas en el Instituto Tecnologico del Valle del
Yaqui fueron se secadas en el laboratorio de pulsos ultrasénicos de la institucion, a una temperatura de
40°C durante 24 horas. Posteriormente, las hojas secas fueron trituradas y tamizadas en un tamiz de 80

puntos por pulgada cuadrada

Andlisis quimico proximal

Los parametros cuantitativos se llevaron a cabo utilizando los procedimientos estandarizados de

la Asociacién de Quimicos Analiticos (AOAC) (AOAC, 2000).

Contenido de humedad

El contenido de humedad total del alimento fue determinado utilizando el método AOAC 950.46
(2006). La muestra de alimento se someti6 a un proceso de secado en un horno de ventilador a 105°C
durante un periodo de 4-5 horas para eliminar toda la humedad presente en la muestra. Posteriormente,
se calcul6 el contenido total de humedad mediante la siguiente ecuacion:

Perdida de peso

Contenido de Humedad (%) = — X100
Peso inicial

Cenizas totales

El proceso comenzé con el pesaje y preparacion de nueve crisoles, que se lavaron, secaron a
100°Cy se marcaron del 1 al 12. Luego, se agregaron 3 g de muestra en polvo a cada crisol y se calcinaron
a 550°C durante 6 horas. Después de enfriar en un desecador, se pesaron nuevamente para calcular el

porcentaje de cenizas.

X100

Cenizas totales (%) =

Donde W es el peso del crisol y de la ceniza; Z es el peso del crisol vacio; y N es el peso de la

muestra.

Determinacion de grasa bruta

Se empled el método Soxhlet [AOAC 920.39 (2000)] para analizar la grasa bruta en la muestra en

polvo, utilizando éter de petréleo como solvente. Se colocaron muestras de 3,0 g en dedales marcados y

| 38 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

se extrajeron durante 24 horas en un aparato Soxhlet con éter de petréleo. Después de la extraccion, se

evaporo el éter, se enfrié el matraz y se peso para determinar la cantidad de grasa extraida.

Lipidos (%) = Peso deloslipidosX100
IPICOS A7) = peso de la muestra

Analisis de Proteina Bruta

Se analiz6 el contenido de proteina bruta en las dietas y el alimento comercial utilizando el método
Kjeldahl (AOAC 2011.04). Se combinaron 0,15 g de las dietas con 2,5 mL de acido sulfarico al 98% y un
catalizador en un matraz Kjeldhal de 250 mL. Después de calentar hasta la clarificacion, se enfrié y se
afladieron 7 mL de agua destilada. La muestra tratada se transfirié a un destilador Micro-Kjeldahl con
NaOH al 30% (p/v) para iniciar la destilaciéon. El amoniaco liberado se absorbié en una soluciéon con
acido borico al 2% y rojo de metilo como indicador, cambiando de color de rojo a verde para indicar la
captura completa. La solucion se titulé con acido clorhidrico 0,1 N hasta observar un cambio de color.
Se realiz6 una prueba en blanco junto con la muestra. Finalmente, el porcentaje de nitrégeno se determind

mediante una ecuacion especifica.

(N del HC) (Volumen gastado del HCI)(1.4 g/mol)(6.5)

Proteina (%) =
(%) Gramos de muestra

Disefio de experimentos

El disefio experimental examino el crecimiento de los alevines mediante dietas experimentales
que consistian en harina de Amaranthus hybridus mezclada con alimento comercial en las siguientes
proporciones: T1 (75% Amaranthus hybridus /| 25% alimento comercial), T2 (50% Amaranthus hybridus /
50% alimento comercial), y T3 (25% Amaranthus hybridus / 75% alimento comercial). Ademds, se incluy6
un tratamiento control que consisti6 en alimentaciéon exclusiva con alimento comercial. Se instalaron 10

peceras con dimensiones de 40 x 20 x 40 cm (ancho, alto y fondo, respectivamente).

Alimentacion y medicion de parimetros

Durante el bioensayo, los peces recibieron alimentacién 3 veces al dfa y se realizaron estudios
biométricos peridédicos (cada 15 dias) hasta completar 90 dias, con el fin de ajustar la proporcion de
alimento segun la biomasa. Estos estudios biométricos implicaron la medicién del peso y la longitud de
cada organismo. Para determinar la biomasa de cada unidad experimental, se pesaron los diez organismos
de cada tanque. el tamafio de cada organismo se midié con un ictibmetro, tomando la medida desde la

cabeza hasta la aleta caudal (Afram et al., 2021; Cadena-Cadena et al., 2023).
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Para mantener el agua en condiciones 6ptimas, se registraron la temperatura, el pH (utilizando un
medidor de pH Ohaus ST10) y el oxigeno (con un oximetro Ysi) dos veces al dfa (alas 8:30 am. yala
1:00 p.m.) (Cadena-Cadena et al., 2023). Se realizaron sifonados dos veces por semana para eliminar
particulas sedimentables, y se llevo a cabo un cambio de agua del 25% diariamente, con una reposicién
del 50% cada diez dias mediante el lavado de piedras aireadoras (Cadena-Cadena et al., 2023; Claudett et
al., 2022). La mortalidad se determiné considerando todos los ejemplares fallecidos durante las tres
repeticiones y se representd como la proporcion entre el numero de animales muertos y el numero total

de animales (Afram et al., 2021).

) Numero de animales muertos
Mortalidad = - x 100
Numero total de animales

El factor de conversion alimenticia (FCR) se determiné segin la ecuacion (Cadena-Cadena et al.,
2023):

FCR = Total del alimento consumido 100
~ [Peso total del alimento producido X

El peso total del producto elaborado = peso final del producto — peso inicial. Finalmente, la

Eficiencia de Conversiéon Alimenticia (FCE) se determiné con la siguiente ecuacion:

FCE = [L x 100
FCR

Andlisis estadistico

Se calcularon las medias junto con las desviaciones estandar para los resultados obtenidos. Antes
de llevar a cabo el analisis estadistico, se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza de los datos. Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via y, posteriormente, para
determinar las diferencias entre los grupos, se realizé la prueba de Tukey. Se consideraron diferencias
significativas cuando el valor de p fue menor a 0,05. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el

paquete estadistico SPSS ver 23.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis proximal
En la acuicultura, la alimentacién supone casi la mitad de los costos totales de produccion

(Magbanua & Ragaza, 2024). Por lo tanto, la nutricién juega un rol crucial en la salud y el bienestar de los
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peces, y la composicion de la dieta puede influir en varios aspectos fisiolégicos, incluyendo el crecimiento,
la reproduccion, la inmunidad y la susceptibilidad a enfermedades. Los resultados del analisis indican que
las dietas T'1, T2 y T3 tuvieron un efecto significativo en la composicioén nutricional en comparacion con
el grupo de control (C) alimentado con puro alimento comercial. Especificamente, las dietas T'1, T2 y T3
mostraron un mayor contenido de proteina y fibra lo que puede ser beneficioso para el crecimiento,
desarrollo y mantenimiento de los tejidos corporales asi mismo, podria mejorar la salud digestiva y ayudar
en el control del peso corporal de los organismos. Sin embargo, estas mismas dietas exhibieron un menor
contenido de grasa en comparaciéon con el grupo control, lo que podria contribuir a mantener un peso
corporal saludable y reducir el riesgo de enfermedades y aumentar el crecimiento de los organismos. El
contenido de cenizas fue similar en todos los grupos, indicando una adecuada provision de minerales.
Ademas, las dietas T1, T2 y T3 tuvieron un mayor contenido energético, lo que puede ser beneficioso

para satisfacer las necesidades energéticas de los animales (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio de parametros fisicoquimicos en los tratamientos con la inclusién de la harina de
amaranthus hybridus (A). La columna C es el tratamiento control, T1, T2 y T3 son los diferentes
tratamientos

Parametros Tratamientos

C A (25/75) (50/50) (75/25)
Proteina (%) 35+1.4 22.66+1.21° 33.33+2.21*  31.71% 1.56* 32%1.77°
Grasa (%) 11.75£1.7*  11.22+0.97*  8.15+1.44° 7.6+0.33" 1440.82°
Humedad (%) 9.47+1.2° 5.49+1.54> 5214099  543+0.69°  740.55°
Cenizas (%) 7.76+0.6* 3.36+£0.23%  3.22+0.33">  2.87%0.22°>  4£0.29°
Carbohidratos 36.0211.1*  51.714£3.43" 50.11+0.22> 43.25+0.44° 39+0.49°
Fibra 2.48+1.3" 5.56+0.83" 5.12+0.23">  4.86+0.88"  4+0.76"
pH 7,54 * 3¢ 3¢ 2°
Temperatura (° C) 29* : ! :
Oxigeno Disuelto (mg L) 6,55* 6° 0* 6"
Nitrito (mg L™) 0,00 * 0° 0° 0*
Nitrato (mg L™ 0,00 * 9 8* 1
Amonio (mg L™ 1,29 1° 7° 9

*Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

Resultados similares se han obtenido en otros estudios que investigaron la sustitucion parcial de
la harina de pescado por fuentes alternativas de proteina. Por ejemplo, Morales (2009) encontré
resultados positivos al sustituir parcialmente la harina de pescado por harina de lenteja (LLens culinaris)
en el crecimiento de tilapia. Ademas, Cadena-Cadena., et al (2023) también se observaron beneficios al
reemplazar parcialmente la harina de pescado por harina de grillo en la dieta de tilapia (Oreochromis
niloticus). Estos estudios respaldan la idea de que la diversificaciéon de fuentes proteicas en las dietas
animales puede conducir a mejoras significativas en la composicion nutricional y el rendimiento de los

animales.
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Peso y talla

La Figura 1 muestra el crecimiento diferencial entre los cuatro tratamientos evaluados.
Destacando el tratamiento uno como el de mejor desempefo, seguido del tratamiento control. Los
tratamientos dos y tres exhiben un crecimiento notablemente inferior. El analisis del crecimiento de la
tilapia en la fase inicial (0-30 dias) revela un rapido crecimiento en todos los tratamientos, sin diferencias
significativas entre ellos, lo que sugiere condiciones iniciales y manejo general adecuados. Sin embargo,
en la fase intermedia (30-60 dias), se observan discrepancias entre los tratamientos. El tratamiento uno
muestra un crecimiento continuo y estable, diferenciandose del resto a partir del dfa 60 aproximadamente.
Esta tendencia ascendente lo posiciona como el de mejor desempefio en crecimiento, comparandolo con
el tratamiento control, que mantiene un crecimiento moderado. Este dltimo se sitta por debajo del
tratamiento uno pero por encima de los tratamientos dos y tres, que experimentan un crecimiento mas
lento, mostrando una leve inflexién a partir del dia 35. El tratamiento tres exhibe el menor crecimiento

de los cuatro, con una tasa casi estancada a partir del dfa 30.
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Figura 1. Comparacion del crecimiento diferencial de tilapia bajo diferentes tratamientos alimenticios.

En la fase final de los tratamientos, se observo que el tratamiento uno y el tratamiento control
mantienen un crecimiento constante. Por otro lado, el Tratamiento dos experimenta un ligero aumento
en su tasa de crecimiento, aunque no logra alcanzar el nivel de crecimiento del tratamiento control ni del
tratamiento uno. Ademas, durante esta fase, muestra un crecimiento minimo y termina con un tamafio
mas pequefo en comparacion con los otros tratamientos al final del experimento.

La Figura 2 presenta el peso promedio en funcién del tiempo para los cuatro tratamientos
diferentes, Al comparar los cuatro tratamientos, resulta evidente que el tratamiento 1 destaca como el

mas efectivo en promover el aumento de peso de los peces. Esto se refleja en su mayor tasa de
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crecimiento promedio y en el peso final alcanzado por los peces en este grupo. El tratamiento control
también muestra resultados positivos, aunque con una tasa de crecimiento ligeramente menor. Por otro
lado, el tratamiento 2 exhibe un crecimiento promedio mas modesto, mientras que el tratamiento 3

registra el menor crecimiento de todos.
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Figura 2. Comparacion del peso diferencial de tilapia bajo diferentes tratamientos alimenticios.

El tipo de alimento utilizado esta estrechamente relacionado con el aumento de peso y talla de
los peces. Sin embargo, estos factores también se encuentran relacionados con los parametros
fisicoquimicos (Tabla 1) (Cabrera-B., 2001; Carpio & Fernandez, 2019). La temperatura de crecimiento
fue de 29°C, confirmando que se encuentra en el rango 6ptimo para tilapia. Otro aspecto importante es
el nivel de oxigeno disuelto que oscil6 entre 6,70 y 6,88 mg 1., lo cual se encuentra dentro del rango
permitido para el cultivo de tilapia (5,0 a 9,0 mg L") (Claudett et al., 2022). Ademas, diversas
investigaciones han encontrado que niveles superiores a 4,5 mg L' son propicios para el crecimiento y la
supervivencia de los organismos, dado su impacto en el metabolismo y la conversién alimenticia,
convirtiéndose en un factor relevante en los cultivos (Claudett et al., 2022; Vargas et al., 2017). Las
concentraciones de amonio fluctuaron entre 0,52 y 1,24 mg 1., los nitratos (NOs) oscilaron entre 0,33 y
0,67 mg L, y los nitritos (NO») permanecieron en 0,0 mg ", lo que se encuentra dentro de los limites
aceptables para la especie (Cadena-Cadena et al., 2023; Magbanua & Ragaza, 2024). No obstante, la falta
de control sobre estos factores puede afectar la transferencia de oxigeno y por consiguiente el peso y la

talla de los organismos (Claudett et al., 2022).
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Las dietas para la alimentacién acuicola que contienen proteinas vegetales son consideradas
inferiores a la harina de pescado (Hardy, 2010), debido a su perfil de aminoacidos insuficiente, menor
palatabilidad y la presencia de factores antinutricionales (FINA) que afectan el desempeno general de los
peces de cultivo (Gatlin Iii et al., 2007). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que las dietas
basadas en proteinas vegetales (El-Sayed, 1999; Wu et al., 2022), son superiores a la harina de pescado en
términos de andlisis de costo-beneficio. Por ejemplo, la inclusion del 20 % de harina de L. culinaris en C.
carpio aumento la ganancia de peso y talla (Abdulrahman & Abdulla, 2020), del mismo modo, la
sustituciéon completa harina de pescado por la mezcla de harina de soja, harina de girasol, harina de
semillas de algodén y harina de linaza no mostré diferencias significativas en el rendimiento del
crecimiento y la composicién préoxima de la canal de la tilapia del Nilo. A pesar de tener una menor
digestibilidad proteica aparente, el analisis costo-beneficio demostré que superaba a la harina de pescado
en un estudio de 16 semanas en juveniles de tilapia del Nilo (El-Saidy & Gaber, 2002).

La harina de Amaranthus hybridus ademas de ser un sustituto rentable y sostenible de la harina de
pescado puede incrementar la salud de los individuos, esto se demuestra con una supervivencia de mas
del 90%. Algunos estudios mencionan que las proteinas de origen vegetal pueden promover la salud y el
crecimiento adecuado de los peces (Magbanua & Ragaza, 2024). La evaluacion de la sustitucion del 30%
de harina de pescado por hojas fermentadas de moringa en un cultivo de tilapia roja aumento los niveles
de proteina plasmatica, hematocrito y leucocrito, por consiguiente, mejord la inmunidad de los peces.
Ademas, se observé un notable estimulo en el indice y la actividad fagocitica (Helmiati & Isnansetyo,
2021). Por otra parte, La velocidad de crecimiento, medida por la tasa de crecimiento absoluto (TCA),
varfa a lo largo del ciclo de vida de los individuos, aumentando con el tiempo. En este estudio, se
registraron valores bajos de TCA (0.31 g para el tratamiento Control y 0.25 g para el tratamiento T1) en
comparacion con estudios anteriores en los cuales el TCA es mayor, esta diferencia puede estar
relacionada con la temperatura ambiental. Si bien, la temperatura promedio fue de 29°C la TCA
disminuye a medida que la temperatura disminuye y la temperatura ambiental por las noches puede llegar
a disminuir a menos de 20°C (Claudett et al., 2022; Mufioz-Pefiuela et al., 2021; van Denderen et al.,
2020) La tasa de crecimiento esta influenciada por la temperatura, la luz, los constituyentesquimicos
permanentes del agua como sales, compuestos organicos (calidad del agua) y concentraciéon de oxigeno

(Blanco-Cachafeiro, 1995).

CONCLUSIONES

La alimentacion en la acuicultura representa una parte significativa de los gastos de produccion,
por lo que se disefan diversas dietas con el fin de mejorar la rentabilidad en el cultivo de peces. Estas
dietas pueden tener un impacto notable en la composicién corporal y la salud de los peces. La inclusion

del 75% de harina de Amaranthus hybridus en la dieta de alevines de tilapia Nilo (Oreochromis niloticus)
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puede considerarse como un suplemento alimenticio viable, ya que promueve un mayor crecimiento en
peso y tamafio en comparacioén con el alimento comercial. Todas las dietas muestran una supervivencia
superior al 90%. Ademas, las condiciones del agua se mantienen dentro de los rangos aceptables para el
cultivo de tilapia. La harina de Amaranthus hybridus puede ser un sustituto rentable, sostenible y

beneficioso para la salud y el desarrollo de los peces.
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RESUMEN

El género Plenrotus ha emergido como un potencial agente biorremediador en la eliminacién de
metales pesados del suelo, ofreciendo una perspectiva innovadora en la busqueda de soluciones para la
agricultura sostenible y su aplicaciéon en la produccion y conservacion de alimentos. Su capacidad para
absorber, acumular y biotransformar metales pesados convierte a los miembros de este género en
candidatos prometedores para la recuperacion de suelos contaminados y la mejora de la calidad de los
alimentos. A través de mecanismos bioquimicos especificos, estos hongos pueden convertir los metales
pesados en formas menos toxicas o incluso eliminarlos completamente del entorno, contribuyendo asi a
la seguridad alimentaria. La investigacién en este campo se ha centrado en la identificacién de cepas con
alta tolerancia y capacidad de acumulacién de metales pesados, asi como en la comprension de los
mecanismos subyacentes que les permiten sobrevivir y prosperar en ambientes contaminados. Se han
llevando a cabo estudios detallados para evaluar el potencial de Pleurotus en la recuperaciéon de suelos
contaminados en diversas areas, incluyendo zonas agricolas, industriales y mineras, y su influencia en la
calidad y seguridad de los alimentos producidos en estos suelos. La aplicacion de Pleurotus como agentes
biorremediadores en la producciéon y conservacion de alimentos presenta varias ventajas significativas.
En primer lugar, ofrece una solucién sostenible y respetuosa con el medio ambiente para abordar la
contaminaciéon por metales pesados en el suelo, reduciendo la dependencia de métodos de remediacion
quimica mas invasivos y promoviendo practicas agricolas mas sostenibles. El presente trabajo se centra
en la capacidad de estos hongos para descomponer y transformar los metales pesados y la mejora en la

calidad del suelo, promoviendo un entorno mas favorable para el crecimiento de cultivos agricolas y

! Tecnolégico Nacional de México Campus Pabellén de Arteaga, Aguascalientes, México, CP: 20670.
2 Universidad Auténoma de Aguascalientes, Aguascalientes, México, CP: 20100.

* Autor de correspondencia: pamela.rr@pabellon.tecnm.mx
| 48 |


https://orcid.org/0000-0003-1812-7491
https://orcid.org/0009-0002-6674-9738
https://orcid.org/0000-0002-0777-9243
mailto:pamela.rr@pabellon.tecnm.mx
https://doi.org/10.46420/9786585756365cap5

Biotecnologia agropecuaria aplicada

garantizando la seguridad alimentaria. Este enfoque integrador entre biotecnologia y conservacion
ambiental promete abrir nuevas perspectivas para la agricultura sostenible y la produccion de alimentos

seguros y saludables.

INTRODUCCION AL POTENCIAL BIORREMEDIADOR DE PLEUROTUS

La contaminacién del suelo con metales pesados es un problema ambiental de alcance global,
derivado principalmente de actividades industriales, mineras y agricolas (Masindi & Muedi, 2018). Las
actividades industriales, como la fabricacion de productos quimicos, la metalurgia y la producciéon de
energfa, liberan grandes cantidades de metales pesados al medio ambiente a través de emisiones y vertidos;
la minerfa, por su parte, es una fuente significativa de contaminacién debido a la extraccion y
procesamiento de minerales, que a menudo involucra el uso de productos quimicos toxicos y genera
residuos que contienen metales pesados; las practicas agricolas también contribuyen a este problema
mediante el uso de pesticidas y fertilizantes que contienen metales pesados, los cuales se acumulan en el
suelo a lo largo del tiempo; estos metales no solo persisten en el ambiente debido a su naturaleza no
biodegradable, sino que también pueden movilizarse a través del agua y el aire, extendiendo su impacto
a areas geograficas distantes (Su, 2014; Li et al., 2019). Esta contaminacion afecta la salud del suelo,
disminuyendo su fertilidad y alterando su estructura, lo que a su vez impacta negativamente en la
productividad agricola y la biodiversidad del ecosistema. La presencia de metales pesados en el suelo
también representa un riesgo para la salud humana, ya que pueden entrar en la cadena alimentaria a través
de cultivos contaminados, afectando a las comunidades locales y a los consumidores a nivel global
(Huertos & Baena, 2008). Estos contaminantes representan una amenaza significativa para la salud
humana y la integridad de los ecosistemas terrestres, debido a su persistencia y toxicidad (Ortiz-Pescador,
2021; Flores-Hernandez & Rodriguez-Bernilla, 2022). En este contexto, la busqueda de soluciones
efectivas y sostenibles ha llevado a investigar el potencial de organismos vivos, como los hongos del
género Pleurotus, como agentes biorremediadores.

Los hongos del género Pleurotus, reconocidos por su capacidad para degradar una amplia gama de
sustratos organicos, han emergido como candidatos prometedores en la biorremediaciéon de suelos
contaminados con metales pesados. Su capacidad inherente para colonizar y metabolizar contaminantes
quimicos ha sido objeto de numerosos estudios cientificos y aplicaciones practicas en entornos
contaminados (Parte et al., 2017; Bayas-Tifle & Lopez-Bermello, 2017). Por ejemplo, investigaciones
recientes han demostrado que Pleurotus ostreatus es capaz de acumular y transformar metales pesados como
el plomo, cadmio y mercurio en formas menos toxicas, como complejos organico-metalados, a través de
la accién de enzimas antioxidantes y quelantes (Vaseem et al., 2017; Vallejo-Aguilar et al., 2021).

La eficacia de Pleurotus como biorremediadores se ha evidenciado en diversos contextos. En una

mina abandonada contaminada con plomo y cadmio, la aplicacion de Pleurotus eryngii resulté en una
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notable reduccién de las concentraciones de metales pesados en el suelo, facilitando la recuperacion de
la vegetacion nativa y la restauracion del habitat (Goligar et al., 2023). Asimismo, en suelos agricolas
contaminados con residuos de pesticidas que contienen metales pesados, la inoculacién de Pleurotus spp.
promovioé la descomposiciéon de los compuestos téxicos y mejord la calidad del suelo para el cultivo
posterior (Fontalvo & Vera, 2017; Hernandez-Castellanos et al., 2021).

A pesar de estos avances, la implementacion de la biorremediacién con Pleurotus presenta desafios
significativos. La velocidad de los procesos de remediacién, la optimizacién de las condiciones
ambientales y la escala de aplicacién son aspectos que requieren atencion continua. Sin embargo, con la
investigacion y el desarrollo tecnoldgico adecuados, es posible superar estas barreras y aprovechar
plenamente su potencial como herramientas efectivas en la gestién de la contaminacién por metales
pesados en suelos (Gupta, 2014; Kapahi & Sachdeva, 2017).

Pleurotus ofrece una perspectiva estupenda en la busqueda de soluciones innovadoras y sostenibles
para la remedicién de suelos contaminados con metales pesados; su capacidad para tolerar, acumular y
transformar estos contaminantes representa un valioso recurso en la restauracion ambiental y la
proteccion de la salud puablica (Zhao et al., 2017). Sin embargo, se requiere un enfoque multidisciplinario
y colaborativo para abordar los desafios técnicos y logisticos asociados con la implementacién de esta

tecnologia en escala.

CAPACIDAD DEL GENERO PLEUROTUSEN LA BIORREMEDIACION

La comprension detallada de los procesos mediante los cuales los hongos del género Pleurotus
absorben, acumulan y biotransforman metales pesados en el suelo es esencial para desentrafiar los
mecanismos de la biorremediacién y la ecologfa microbiana del suelo. A continuacion se ahondara en los
mecanismos bioquimicos subyacentes a esta caracteristica, abordando los aspectos moleculares y
fisiolégicos de la interaccion entre Pleurotus y los metales pesados en el entorno del suelo.

La absorcion de metales pesados por parte de Pleurotus se inicia mediante un complejo proceso
de interacciéon entre las hifas del hongo y los contaminantes presentes en el suelo. Las hifas, con su
estructura micelial altamente ramificada y su superficie ricamente texturizada, actian como un sitio de
adsorcion primario para los metales pesados (Marin-Castro et al., 2015). Los grupos funcionales presentes
en la pared celular y la membrana plasmatica de las hifas, como los grupos carboxilo y amino, interactian
electrostaticamente con los iones metalicos, facilitando su captura y transporte hacia el interior de la célula
fangica (Cafiizares-Villanueva, 2000; Beltran-Pineda & Goémez-Rodriguez, 2016). Una vez absorbidos,
los metales pesados son acumulados y almacenados dentro de la biomasa; este proceso de acumulacién
se lleva a cabo principalmente en las vacuolas intracelulares, estructuras especializadas que actian como
reservorios de metales pesados en la célula (Kapahi & Sachdeva, 2017; Wang et al., 2019). Los metales

pesados son acomplejados por ligandos organicos y proteinas de unién, reduciendo su toxicidad y
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movilidad dentro del sistema biolégico (Sharma et al.,, 2021). Por otro lado, la biotransformacion de
metales pesados en formas menos toxicas es el resultado de una serie de procesos bioquimicos complejos,
coordinados por enzimas especificas producidas por Pleurotus. Estas enzimas, que incluyen peroxidasas,
catalasas y metalotioneinas, catalizan reacciones de oxidaciéon-reduccion y quelacion que convierten los
metales pesados en complejos organico-metalados o formas insolubles, que son menos biodisponibles y,
por lo tanto, menos peligrosas para el medio ambiente y la salud humana (Mohamadhasani & Rahimi,

2022; El-Sayed et al., 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Resumen esquematico de los principales mecanismos de interaccion entre Pleurotus y metales
pesados.

La investigacién sobre las cepas especificas de hongos del género Pleurotus con alta tolerancia y
capacidad de acumulacion de metales pesados ha revelado una diversidad sorprendente en las respuestas
fisiolégicas y bioquimicas de estos organismos; se han identificado cepas adaptadas a condiciones
extremas de contaminaciéon por metales pesados, que exhiben una capacidad excepcional para resistir,
absorber y biotransformar estos contaminantes (Li, 2017). También se ha revelado la importancia de la
plasticidad genética y la adaptacion evolutiva en la respuesta de Pleurotus a la contaminaciéon por metales
pesados; se han observado variaciones significativas en la expresion génica y la actividad enzimatica entre
diferentes cepas y especies de Pleurotus, lo que sugiere una diversidad genética que puede ser explotada
para mejorar la eficacia de la biorremediacion en suelos contaminados (Huang et al., 2022). El analisis
detallado de los mecanismos subyacentes a estas adaptaciones proporciona informacion valiosa para el

desarrollo de estrategias de biorremediacién mas efectivas y especificas.
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La exploracion detallada de como Pleurotus absorben, acumulan y biotransforman metales pesados
en formas menos téxicas en el suelo revela un intrincado y fascinante entramado de procesos bioquimicos
y fisiologicos. Esta comprension profunda no solo contribuye al avance de la ciencia basica, sino que
también ofrece nuevas perspectivas para el disefio y la implementacion de estrategias de biorremediacién

efectivas y sostenibles en la gestion de la contaminaciéon por metales pesados en los ecosistemas terrestres.

APLICACIONES BIORREMEDIADORAS EN DIFERENTES CONTEXTOS

El potencial uso del género Pleurotus en la recuperacion de suelos contaminados es un campo en
constante evolucién, con aplicaciones prometedoras en diversos sectores, incluyendo la agricultura, la
industria y la minerfa. Al examinar los avances en esta area, desde los estudios de laboratorio hasta las
aplicaciones practicas en el terreno, destaca el papel crucial que Pleurotus pueden desempefiar en la
restauracion de la calidad del suelo y la proteccion del medio ambiente. Estos hongos no solo tienen la
capacidad de descomponer compuestos organicos complejos, sino también de absorber y acumular
metales pesados, lo que los convierte en una herramienta valiosa para la biorremediacion. Ademas, su
cultivo es relativamente sencillo y econémico, lo que facilita su implementacién a gran escala.

Estudios que evaltan la capacidad de diferentes cepas de hongos Pleurotus para descontaminar
suelos con altas concentraciones de metales pesados (Frazar, 2000), compuestos organicos tOxicos y otros
contaminantes (Yadav et al., 2021), han demostrado consistentemente su capacidad para tolerar, absorber
y biotransformar una amplia gama de contaminantes, convirtiéndolos en formas menos toxicas y mas
estables en el suelo. A partir de estos estudios, se han llevado a cabo investigaciones a mayor escala para
evaluar el potencial uso de Pleurotus en la recuperacion de suelos contaminados en entornos reales
(Hidalgo et al., 2023).

En el sector agricola, por ejemplo, se han realizado estudios de campo para investigar el efecto
de la inoculacion de Pleurotus en la mejora de la calidad del suelo en areas afectadas por el uso intensivo
de agroquimicos y la acumulaciéon de metales pesados (Ab-Rhaman et al., 2021; Hu et al., 2021). Ademas,
se ha explorado el uso de biorreactores como una solucién innovadora y eficiente para la biorremediacion
de suelos contaminados. Los biorreactores permiten un control preciso de las condiciones ambientales,
como la temperatura, la humedad y el pH, optimizando asf la actividad metabdlica de los hongos Pleurotus.
En estos sistemas, los suelos contaminados se mezclan con sustratos enriquecidos con nutrientes que
favorecen el crecimiento de los hongos, facilitando la descomposiciéon de contaminantes organicos y la
absorcion de metales pesados. Los biorreactores pueden ser diseniados para tratar grandes volumenes de
suelo de manera continua, lo que los hace ideales para aplicaciones a escala industrial y agricola. Esta
tecnologia no solo mejora la eficiencia del proceso de biorremediacion, sino que también reduce el tiempo

necesario para la recuperacion del suelo, ofreciendo una soluciéon sostenible y econémicamente viable
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para mitigar la contaminacién del suelo y restaurar su fertilidad y funcionalidad ecolégica (Steffen &
Toumela, 2011).

En la industria, Plenrotus han sido considerados como una herramienta viable para la
biorremediacién de suelos contaminados en areas cercanas a instalaciones industriales, donde se han
liberado contaminantes quimicos como solventes, aceites y productos petroquimicos (Mohammadi-
Sichani et al.,, 2019). Estudios han demostrado que su aplicacién puede reducir significativamente las
concentraciones de contaminantes en el suelo, restaurando asi su calidad y promoviendo la recuperacion
de la vegetacion nativa (Hidalgo et al., 2024). En el sector minero han mostrado un gran potencial para
la rehabilitacion de areas afectadas por la actividad minera, donde la contaminaciéon por metales pesados
es un problema comun, se ha demostrado que la inoculacion de Pleunrotus puede acelerar la
descomposiciéon de los residuos mineros, contribuyendo asi a la restauracién de los ecosistemas y la

mitigacion de los impactos ambientales negativos (Hu et al., 2021) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del potencial biorremediador del género Pleurotus en los contextos agricola, industrial
y minero, con énfasis en las estrategias para la mejora de suelos agricolas.
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Los estudios sobre el uso potencial de Pleurotus en la recuperacion de suelos contaminados en
diversas areas son un testimonio del poder transformador de la biotecnologia en la protecciéon del medio
ambiente. A medida que continuamos explorando y desarrollando nuevas aplicaciones para estos
increfbles organismos, es evidente que Pleurotus tienen un papel crucial que desempefiar en la construccion

de un futuro mas limpio y sostenible.

IMPACTO EN LA PRODUCCION Y CONSERVACION DE ALIMENTOS

La aplicacion de hongos del género Pleurotus como agentes biorremediadores en la recuperacion

de suelos contaminados no solo tiene el potencial de restaurar la salud del suelo y proteger el medio
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ambiente, sino que también puede tener impactos significativos en la produccién de alimentos y en la
conservacion de los recursos naturales. Esto implica la discusion de los multiples beneficios y desafios
asociados con el uso de Pleurotus en la gestion de la calidad del suelo y su influencia en la produccién
agricola y la conservacion de la biodiversidad.

En primer lugar, la aplicacion de Pleurotus como agentes biorremediadores puede mejorar la
calidad del suelo al reducir la concentracién de metales pesados que pueden ser perjudiciales para la salud
de las plantas y la vida del suelo; al transformarlos en formas menos toxicas y mas estables, Pleurotus
ayudan a restablecer el equilibrio quimico y biolégico del suelo, creando un ambiente propicio para el
crecimiento de plantas saludables y la diversidad microbiana (Tomer et al., 2021). Ademas, la presencia
Pleurotus en el suelo puede influir positivamente en la produccion de alimentos al mejorar la disponibilidad
de nutrientes y promover un mejor desarrollo de las plantas (Ritota & Manzi, 2019; Tomer et al., 2021);
estos tienen la capacidad de descomponer materia organica y liberar nutrientes como nitrégeno, tésforo
y potasio, que son esenciales para el crecimiento de las plantas y su actividad enzimatica puede mejorar
la estructura del suelo y aumentar su capacidad de retencion de agua y nutrientes, lo que beneficia
directamente a los cultivos agricolas (Zainol et al., 2017, Bellettini et al., 2019; Muswati et al., 2021). Por
otro lado, la aplicacion de Pleurotus como agentes biorremediadores también puede contribuir a la
conservacion de la biodiversidad y los ecosistemas naturales al reducir los impactos negativos de la
contaminacion del suelo en la flora y fauna silvestres; al restaurar la salud del suelo y promover la
recuperacion de la vegetacion nativa estos hongos ayudan a crear habitats mas saludables y resistentes a
largo plazo, lo que beneficia a una variedad de especies de plantas y animales (Hu et al., 2021; Malik et
al., 2021).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la aplicacion de Pleurotus como agentes
biorremediadores también plantea desafios y consideraciones éticas. La seguridad alimentaria, la seleccion
adecuada de cepas fungicas, los efectos a largo plazo en el suelo y la regulacion ambiental son aspectos
que deben abordarse cuidadosamente para garantizar que los beneficios de esta tecnologia superen los
posibles riesgos y limitaciones (Sekan et al., 2019). Pleurotus como agentes biorremediadores tienen el
potencial de mejorar significativamente la calidad del suelo, influir en la produccién de alimentos y
contribuir a la conservaciéon de los recursos naturales. A medida que continuamos explorando y
desarrollando nuevas aplicaciones para esta tecnologfa innovadora, es fundamental adoptar un enfoque
holistico y colaborativo que tenga en cuenta tanto los beneficios como los desafios asociados con su

implementacién en diferentes contextos agricolas y ambientales.

CONCLUSION: VENTAJAS Y PERSPECTIVAS FUTURAS EN AGRICULTURA
SOSTENIBLE

La aplicaciéon de hongos del género Pleurotus en la biorremediacion ofrece una serie de ventajas

significativas que van mas alld de la simple descontaminacién del suelo, con implicaciones importantes
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para la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria. Este analisis examina detalladamente estas
ventajas y explora las perspectivas futuras de esta tecnologfa innovadora en la promocién de sistemas
agricolas mas resilientes y seguros para el futuro.

En primer lugar, la utilizacion de Pleurotus en la biorremediacién presenta ventajas unicas en
términos de eficacia y sostenibilidad. Estos hongos tienen la capacidad de absorber, acumular y
biotransformar una amplia gama de contaminantes quimicos y metales pesados en el suelo, lo que resulta
en una remediacion efectiva y de bajo costo en comparacién con los métodos convencionales. Ademas,
son organismos naturales y no invasivos que se integran facilmente en los ecosistemas existentes,
minimizando los impactos ambientales negativos asociados con la remediacién quimica o mecanica.
Estos hongos también ofrecen beneficios adicionales para la agricultura sostenible y la seguridad
alimentaria ya que tienen la capacidad unica de descomponer materia organica y liberar nutrientes
esenciales como nitrégeno, fésforo y potasio en el suelo, lo que mejora la fertilidad y la estructura del
suelo y promueve el crecimiento saludable de los cultivos; su actividad enzimatica puede aumentar la
biodisponibilidad de nutrientes para las plantas, lo que resulta en un mayor rendimiento de los cultivos y
una mayor resistencia a enfermedades y condiciones adversas.

Desde una perspectiva futura, el uso de Pleurotus en la biorremediacion tiene el potencial de
transformar los sistemas agricolas hacia modelos mas sostenibles y resilientes. Al promover la salud del
suelo y reducir la dependencia de fertilizantes y productos quimicos sintéticos, estos pueden ayudar a
mitigar los impactos negativos de la agricultura intensiva en el medio ambiente y la salud humana; al
mejorar la calidad del suelo y aumentar la productividad de los cultivos, esta tecnologia puede contribuir
significativamente a la seguridad alimentaria global, proporcionando alimentos nutritivos y de calidad a
una poblacién en crecimiento.

En conclusion, el analisis de las ventajas de utilizar Plurotus en la biorremediacion revela un
potencial significativo para promover la sostenibilidad ambiental y la seguridad alimentaria en el futuro.
Al integrar esta tecnologfa innovadora en los sistemas agricolas existentes y adoptar un enfoque holistico
hacia la gestion del suelo y los recursos naturales, podemos crear un futuro mas resiliente y seguro para

las generaciones venideras.
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RESUMEN

Dentro de la industria agricola se han utilizado diversas herramientas de mejora para el
crecimiento de plantas de importancia comercial. Sin embargo, algunas de estas herramientas involucran
el uso de compuestos quimicos sintéticos que por lo general son de alto costo, tienen efectos a largo
plazo y ademas pueden ser perjudiciales para la salud. Generalmente, el empleo de fertilizantes quimicos
es una de las primeras opciones que utiliza el agricultor debido a la rapida aplicaciéon y facil acceso, pero
cabe destacar que el uso indiscriminado de estos quimicos puede traer consecuencias transcendentales en
el microbiota del suelo. Debido a la alta demanda de cultivos para la alimentacién humana, el uso de
herramientas quimicas ha ido en aumento y sobre todo para poder controlar organismos patégenos, por
lo tanto, el empleo de alternativas sustentables se ha convertido en una meta a alcanzar para la comunidad
cientifica. Una de estas opciones es el uso de organismos benéficos que sean capaces de tener un efecto
en el crecimiento y desarrollo de la planta, ademas de poder controlar diversas enfermedades. Las
bacterias quitinoliticas desempefan un rol fundamental en el ciclo de carbono del suelo, ademas de que
pueden interactuar directamente con las raices de las plantas para beneficiarse mutuamente. Las
quitinasas, producidas por las bacterias quitinoliticas, han demostrado poder controlar a diversos
organismos fitopatégenos de manera directa (mediante nanotecnologfa) o indirecta (utilizando
bioformulados de la bacteria), por lo que el uso de este tipo de bacterias en el ambito agricola se ha

convertido en una alternativa ideal al uso indiscriminado de compuestos quimicos.
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DISTRIBUCION DE LA QUITINA EN LA NATURALEZA

La quitina, después de la celulosa, es uno de los principales polimeros presentes en la naturaleza.
Este compuesto puede ser sintetizado por diversos organismos como camarones, cangrejos, insectos y
hongos (Kumar, 2000). La quitina estd compuesta por unidades de N-acetil-D-glucosamina unida por
enlaces B3-1,4 glucosidicos; tiene una coloraciéon blanca, incolora y no es elastica. Ademas de estar
ampliamente distribuida en la naturaleza, también puede encontrarse en formas diversas como o, By v, y
esto depende muchas veces del organismo (Blackwell, 1988). La forma mds comun es la a-quitina y su
estructura esta conformada por dos unidades de N, N’-diacetilquitobiosa formando dos cadenas en una
composicion antiparalela, ademas los anillos hidrofébicos de los carbohidratos se apilan uno encima del
otro (Beckham & Crowley, 2011). Debido a su sencilla composicion, esta forma de quitina puede
encontrarse en la mayorfa de los organismos quitinoliticos como, por ejemplo: cangrejos, langostas y en
la pared celular de hongos (Hou et al., 2021).

Por otra parte, la -quitina es una forma que no se encuentra de manera abundante en
comparacion con la a-quitina, sin embargo, la 8-quitina contiene menos enlaces de hidrogeno adicionales
entre las cadenas que unen a los grupos hidroximetilo y todas las cadenas en su estructura estan en la
misma direccién y son paralelas (Roy et al., 2017). Esta forma de quitina se ha encontrado en calamares
(Arrouze et al., 2021; Lavall et al., 2007) y en capullos de insectos (Eisemann & Binnigton, 1994). Con
respecto a la y-quitina, esta tiene una estructura quimica similar a la a-quitina y se puede encontrar en las
tibras del capullo del escarabajo Prinus (Kaya et al., 2017), es un poco mas dificil de encontrar y analizar,

por lo que su uso es limitado.

USOS TECNOLOGICOS DE LA QUITINA

Gracias al avance tecnoldgico y a las amplias posibilidades de poder aislar quitina de diversos
organismos, los usos y aplicaciones de la quitina han ido aumentando con el paso de los afios. Los
principales organismos de los cuales se ha aislado quitina han sido insectos, crustaceos y camarones,
utilizando diversos métodos de extraccion como el uso de acido clorhidrico, acido acético y acido nitrico,
ademas del uso de enzimas liticas (Younes & Rinauro, 2015). Sin embargo, ha sido posible utilizar otras
técnicas de extraccion fisicas como el uso de ondas ultrasénicas (Vallejo-Dominguez et al., 2021) con el
fin de evitar el uso excesivo de quimicos nocivos para el medio ambiente. La quitina, ademas de ser
abundante en la naturaleza, es un compuesto no toxico y biodegradable, por lo que su uso en diversas
industrias es amplio. Por ejemplo, en la industria alimentaria, se ha considerado el uso de quitina aislado
de organismos matinos como compuestos nutracéuticos (Simat, 2021) o la utilizacion de quito-
oligosacaridos derivados de la quitina como prebidticos en alimentos (Harti et al., 2015). Sin embargo, el

uso de la quitina se extiende de manera amplia en la industria farmacéutica para la curaciéon de heridas
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superficiales (Mattioli-Belmonte et al., 2007), como acarreador de algunos medicamentos (Wang et al.,
2011) e incluso en la generacién de huesos (Kawata et al., 2016).

Por otra parte, en la industria agricola, la quitina ha tenido un auge en los dltimos afios debido a
suuso como fertilizante en forma de nanoparticulas que pueden liberar compuestos utiles para las plantas,
ademas que el uso de quitina o derivados podria ayudar a activar sistemas de defensa contra algunos
patégenos (Shamshina et al., 2020). Esta activacioén lleva consigo la posibilidad de que la planta pueda
producir enzimas que sean capaces de hidrolizar la quitina (quitinasas); los fragmentos de quitina liberados
por las quitinasas pueden fungir como moléculas de sefializacién para la planta, lo que podria inducir
mecanismos de crecimiento, defensa, sintesis de fitoalexinas e induccién de otras proteasas (Li et al.,

2020).

QUITINASAS

Las enzimas que hidrolizan la quitina reciben el nombre de quitinasas (E.C.3.2.2.14) las cuales
hidrolizan enlaces 3-1,4 de la estructura de la quitina liberando compuestos de bajo o alto peso molecular.
Pueden encontrarse en diversos organismos desde bacterias hasta en humanos y pueden ejercer diferentes
funciones en la célula (Bhattacharyya & Jha, 2012). Se pueden clasificar en diferentes familias o clases
dependiendo de su estructura aminoacidica o la presencia de dominios y motivos conservados (Oyeleye
& Normi, 2018). Las quitinasas se encuentra agrupadas en familias pertenecientes a las glucosil-hidrolasas,

siendo las familias 18, 19 y 20 las mas abundantes (Figura 1).

Quitinasas
GH18 GH19 GH20
Virus, bacterias, hongos y Principalmente se Hongney plante
plantas encuentran en plantas
Clases Illy V Clases I, I, IV y VI Grupo de

hexosaminidasas

Figura 1. Clasificacién de las familias mas importantes de las quitinasas.

Asf mismo, las quitinasas pueden dividirse dependiendo de su tipo de actividad en dos grupos:
endoquitinasas y exoquitinasas. Las endoquitinasas son enzimas que pueden hidrolizar los enlaces 3-1,4
de la estructura de la quitina de manera aleatoria en los sitios internos lo que ocasiona que se liberen
compuestos de alto peso molecular como quitotriosa o quitotetrosa (Sahai & Manocha, 1993). En
cambio, las exoquitinasas son enzimas que hidrolizan los enlaces externos de la cadena liberando

monoémeros de N-acetil glucosamina o quitobiosas.
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En el caso particular de las plantas, las quitinasas pueden estar involucradas en todo el ciclo celular
participando en procesos como desarrollo, embriogénesis, respuesta a diferentes tipos de estrés y en la
respuesta contra patogenos (Vaghela et al., 2022) y se pueden encontrar en diferentes tejidos como hoja,
tallo y raices, y la mayorfa de ellas presentan una actividad de endoquitinasa. El peso molecular de las
quitinasas vegetales oscila entre los 20 a los 60 kDa y pueden tener una naturaleza acidica o basica
dependiendo de su punto isoeléctrico (Hamid et al., 2013). Son diversos los estudios donde se han aislado
quitinasas de plantas con el fin de poder caracterizarlas y utilizarlas para comprobar su efectividad en el
control de hongos patégenos. Principalmente las quitinasas vegetales juegan un papel fundamental en el
control de los hongos fitopatégenos mediante la hidrélisis de la quitina en la pared celular de hongos, lo
que conlleva a la liberacion de elicitores (quito-oligosacaridos) que sirven como moléculas de sefalizacion
para alertar a la planta de la infeccion (Zipfel, 2008). Las quitinasas vegetales pueden clasificarse
principalmente en la familia 19 de las glicosil-hidrolasas, sin embargo, también pueden encontrarse
enzimas pertenecientes a las familias 18 y 20. Dentro de la familia 18 se encuentran las clases III y V
mientras que en la familia 19 se encuentran las clases I, II, IV y VI. La diferencia entre las clases difiere
principalmente por la presencia de algunos dominios conservados y sitios ricos en cisteina (Vaghela et

al., 2022).

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Debido al aumento de las enfermedades causadas por virus u hongos patégenos en cultivos de
importancia agricola, el uso de organismos antagonistas se ha convertido en una herramienta alternativa
al uso de compuestos quimicos. Dentro de los organismos que se pueden utilizar en la industria agricola
son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Estas bacterias por lo general son aisladas
de la rizésfera de las plantas o de la superficie de las raices (rizoplano) (Glick, 2012). Las PGPR estan
estrechamente relacionadas con las plantas en un ciclo constante de estimulaciéon del crecimiento,
obtencion de nutrientes, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y la produccion de sideréforos
(Souza et al., 2015). Asi mismo, algunas bacterias pueden tener la capacidad de ser endéfitas a las plantas,
esto significa que pueden encontrarse dentro de las células vegetales en algin momento de su ciclo de
vida, y tienen una influencia en la produccién de compuestos bioactivos como esteroides, terpenoides,
proteasas, flavonoides y liberacion de compuestos antifungicos y antibacterianos (Wang et al., 2022)
(Figura 2). Los principales compuestos que pueden producir las PGPR son acido indol-3 acético, enzimas
liticas como proteasas, quitinasas o endoglucanasas, sideréforos y antibidticos, los cuales tienen una
influencia directa o indirecta en el crecimiento de la planta. Sin embargo, las bacterias endofitas para
poder ser utilizadas en cultivos de importancia agricola, es necesario la utilizacién de sistemas de
caracterizacion funcional para estas bacterias; por ejemplo, la comprobacion de su posible patogenicidad

al humano, produccién de compuestos relacionados a la promociéon del crecimiento vegetal, su efecto
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contra fitopatbgenos, su eficacia 7z vitro, invernadero y campo, y la verificaciéon del endofitismo (Basit et

al,, 2021).

Acido indol-3-acético
Sideroforos
Solubilizacion de fosfato
Antibioticos
Enzimas liticas

Aumento en el crecimiento de
la planta

Esteroides

Terpenoides
Enzimas liticas
Flavonoides
Fitohormonas

Figura 2. Beneficios de las PGPR en la planta y los compuestos que produce. Los organismos se
encuentran en la rizosfera o en las raices de las plantas las cuales tienen un efecto directo o indirecto en
el crecimiento del cultivo. Pueden ser aislados del suelo o de las raices de las plantas para comprobar su
funcién como promotoras de crecimiento vegetal. Figura creada con Biorender.com

MICROORGANISMOS QUITINOLITICOS

Uno de los principales mecanismos de las PGPR es la produccion de quitinasas. Estas enzimas
juegan un papel fundamental en el control de hongos fitopatégenos en algunos cultivos agricolas. Han
sido amplios los estudios de aislamiento y caracterizaciéon de organismos aislados de la rizésfera de
plantas, por ejemplo, Brzezinska et al. (2020) aislaron bacterias de la rizésfera del trigo (Triticum aestivum
L..) donde dos cepas, B3 y B5, identificadas como Baczllus, podian producir quitinasas las cuales tuvieron
un efecto en el crecimiento de Alternaria alternata y Fusarium verticillioides. A partir de la rizésfera del maiz,
se han obtenido diversos organismos quitinoliticos, por ejemplo, Psexudomonas fluorescens, Acinetobacter,
Burkholderia, los cuales pudieron degradar el micelio de hongos como Fusarium y Alternaria (Medina-de la
Rosa et al., 2016). Asi mismo, algunas cepas de Bacillus que fueron aisladas de la rizésfera del maiz han
tenido la capacidad de controlar al hongo Fusarium verticillioides (Bressan & Figueiredo, 2010). La aplicacion
de la bacteria quitinolitica Bacz/us cereus B25 (Morales-Ruiz et al., 2021) en cultivos de maiz, ocasioné un
aumento en el rendimiento de grano de hasta 2 toneladas/hectirea en comparacién con los cultivos

afectados por F. werticillioides y se obtuvo una disminucién en la concentracién de las toxinas fungicas
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(fumonisinas) que produce este hongo en hasta el 93% en cultivos tratados con B25 (Lizarraga-Sanchez
et al., 2015). También se han obtenido aislados bacterianos quitinoliticos de cultivos de tomate, donde se
ha comprobado su eficacia en el control de algunos hongos patégenos como Rbhizoctonia, Fusarium,
Colletotrichum y Aspergillus (Malik et al., 2022).

Uno de los principales métodos de aplicacion de organismos quitinoliticos es mediante
bioformulados. Se han utilizado diversos medios de cultivo para el 6ptimo crecimiento de los organismos,
esto es porque para elaborar una correcta formulacion es necesario el conocimiento de las estructuras o
funcién de los compuestos activos y las posibles interacciones entre ellos (Somal et al., 2024). Existen
dos maneras tradicionales de obtener bioformulados: liquidos y sélidos. La formulacién sélida consiste
en la utilizacién de compuestos solidos en forma de polvo o granulos como acarreadores organicos o
inorganicos dependiendo del organismo a bioformular; la formulacién liquida consiste en cultivos
bacterianos o fungicos a los cuales se les afiade aditivos o compuestos estabilizantes (Mishra & Arora,
2016). Sin embargo, las formulaciones de organismos (sélido o liquido) han demostrado tener la
capacidad de mantener la efectividad de controlar a los patdgenos, por ejemplo, en cultivos de pepino,
se han utilizado formulados a base de talco que contienen algunos aislados bacterianos, los cuales fueron
utilizados en pruebas de crecimiento del cultivo y en el control de Pythium ultimum (Khabbaz & Abbast,
2014). Asi mismo, Prabhukarthikeyan et al. (2014), utilizando una formulacién a base de talco con cultivos
de Bacillus subtilis y Beanveria bassiana, observaron la disminucion de incidencia de Fusariun oxysporum £. sp.
lycopersici en plantas de tomate.

Por otra parte, se han podido utilizar las quitinasas de los organismos quitinoliticos de manera
directa utilizando la nanotecnologfa, por ejemplo, Dikbas et al. (2021) utilizaron la técnica de
inmobilizacién de quitinasas con nanoparticulas de 6xido de zinc para aplicar en granos afectados con
Sitophilus zeamais. También se ha aplicado nanoparticulas que contienen quitinasas de Bacillus thuringiensis
sobre Canorbabditis elegans (Qin et al., 2016). Por lo tanto, la implementacién tanto de bioformulados o

nanoparticulas para el control de patégenos resulta una alternativa ideal al uso de compuestos quimicos.

INTERACCION ENTRE PLANTAS-BACTERIAS QUITINOLITICAS-HONGOS
PATOGENOS

Una de las razones por la cual la investigacién en interacciones planta-microorganismo se inclina
por el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que ademas de promover el desarrollo de las
plantas, puedan producir compuestos antifingicos o antibacterianos como las quitinasas, es su modo de
accion. Durante la interacciéon entre, por ejemplo, un hongo y una bacteria quitinolitica, se ha
comprobado que la bacteria es capaz de inducir la expresion de genes de diferentes mecanismos de
antagonismo que ocasionan la reduccién del desarrollo micelial del hongo e incluso disminuyen la
germinaciéon de conidios (Figueroa-Lopez et al., 2017; Morales-Ruiz et al., 2021; Baez-Astorga et al.,

2022). Esto se ha observado en diversos estudios zz vitro y en invernadero; la bacteria quitinolitica Baci/us
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thuringiensis demostré tener alta actividad de quitinasas (2.45 U/mg proteina) y un efecto en la disminucién
del crecimiento de Curvularia lunata, Colletrotrichum capsici y Fusarium oxysporum (Chanworawit et al., 2023),
asi mismo, la utilizacién del sobrenadante libre de células de P. chitinolyticus en plantas de Brassica rapa
subsp. pekinensis infectadas con Plasmodiophora brassicae disminuy6 la severidad de la enfermedad en los
primeros dias de infecciéon (Khodashenas-Rudsari et al, 2024).

Uno de los principales mecanismos de defensa de las plantas es la deteccién de Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) (Figura 3). Estos elicitores pueden tener diferente
naturaleza tal como: lipidos, proteinas, carbohidratos etc., los cuales fungen un papel importante en la
defensa de las plantas (Guo & Cheng, 2022). Como primera instancia, en un ambiente donde se encuentra
la planta, hongo y bacterias quitinoliticas, éstas ultimas serian capaz de producir sus quitinasas como
primer acercamiento al control del hongo patégeno liberando moléculas de la degradacion de quitina de
su pared celular. Estas moléculas funcionan como elicitores para la planta los cuales son detectados por
proteinas transmembranales (PRR) las cuales desencadenan una respuesta de expresion génica a través
de la ruta de las MAPK cinasas (activacioén de la protein_cinasa activada por mitdgenos), esta ruta consiste
en una serie de fosforilaciones de proteinas que culmina en la induccién o represion de genes a través de
proteinas conocidas como factores transcripcionales (Nicaise et al., 2009). Esta ruta ayuda a la planta a
controlar infecciones de patdégenos mediante la induccién de mecanismos de defensa, tales como
respuesta hipersensible, producciéon de proteasas, cambios hormonales y muerte celular programada

(Feechan et al., 2015).

PN

@ Elicitoresg Qs ’/\l

Receptores

N/

Caseada Matk Respuesta hipersensible

Proteasas
Hormonas
Muerte celular programada

s T ; .
/ ~ Induccién de

ﬂ resistencia

K/

Figura 3. Induccién de mecanismos de defensa de la planta mediante quitinasas. Al detectar a un hongo
patégeno las bacterias quitinoliticas utilizaran quitinasas para degradar la quitina en la pared celular del
hongo. Estas moléculas llamadas quito-oligosacaridos, son detectadas por receptores transmembranales,
ocasionando que se active la cascada de MAPK quinasas induciendo mecanismos de defensa de la planta
para poder controlar la infeccién del patdégeno. Figura creada con Biorender.com
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CONCLUSIONES

Los cultivos de importancia agricola se encuentran en constante riesgo debido a diversas
enfermedades lo que ocasiona cuantiosas pérdidas econémicas. El uso de compuestos quimicos ha sido
una limitante debido a altos costos y efectos que tienen en la naturaleza. Una de las alternativas son las
herramientas biolégicas como el uso de formulados a base de organismos promotores de crecimiento
vegetal, principalmente organismos que tengan la capacidad de ejercer mecanismos de control sobre
hongos fitopatégenos, tales como la producciéon de quitinasas. Estas enzimas juegan un papel
fundamental en la respuesta ante infecciones fungicas desde la degradacion de la pared celular hasta la

deteccion de quitooligosacaridos por la planta, induciendo diversos mecanismos de defensa.
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Capitulo 7

Avances en el desarrollo de micoherbicidas para el
manejo agroecologico de la correhuela (Convolvulus
arvensis L.) en la agricultura
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RESUMEN

La cortrehuela (Convolvulus arvensis 1..) es una maleza que representa un desafio constante para la
producciéon de cultivos en diversos paises. El uso inadecuado de las tecnologfas convencionales de su
manejo, como el control quimico, ha generado la aparicién de biotipos de malezas resistentes y ha
incrementado los riesgos para la salud humana y el medio ambiente. Por esta razén, se estan investigando
métodos alternativos de control, como el control biolégico mediante el uso de hongos fitopatdégenos. En
este estudio, se generaron y evaluaron formulaciones tipo emulsion de los hongos ET4 (Alternaria
alternata) y TN'1 (Macrophomina phaseolina) para el control de C. arvensis. 1.os hongos formulados en emulsion
mostraron una incidencia y severidad de la enfermedad de hasta el 100%, en comparacién con los no
formulados, que alcanzaron una incidencia hasta del 17.33% y severidad de hasta del 82.22%, siete dias
después de la inoculaciéon. En cuanto al peso seco de la raiz, la inhibicién fue de hasta 35% y 25% para
los hongos formulados y no formulados, respectivamente. En la parte aérea, la inhibicién en biomasa
seca solo se observo con los hongos formulados, alcanzando hasta el 29%. No se present6 inhibicién en
plantas de garbanzo, frijol, sorgo o maiz. Al evaluar la vida util, durante ocho meses de almacenamiento,
las formulaciones conservadas a 4°C tuvieron una viabilidad de hasta el 88%, sin disminuciones
significativas durante un periodo de cuatro meses. En contraste, las almacenadas a 25°C mostraron

reducciones de viabilidad de hasta el 97.5% en el mismo periodo. Estos resultados demostraron que la
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formulacién en emulsién incremento la severidad de la enfermedad causada por los aislados hasta casi 6

veces y que el almacenamiento a 4°C asegura una vida util de al menos cuatro meses.

INTRODUCCION

Uno de los factores que limita la produccién de cultivos a nivel mundial es el establecimiento y
proliferaciéon de malezas (Boyetchko et al., 2002; Brun et al., 2020; Harding & Raizada, 2015), siendo la
correhuela (Convolvulus arvensis 1..) una de las mas problematicas (Boss et al., 2007; Ibrahim & Tawfik,
2019). La aparicioén de biotipos resistentes, asi como los posibles efectos negativos relacionadas con la
salud humana y la contaminacién ambiental debido al uso inadecuado de las técnicas convencionales de
control, ha destacado la necesidad de explorar métodos alternativos para fortalecer el manejo integrado
de malezas (Abbas et al., 2018; Bordin et al., 2021; Ferreira & Reinhardt, 2016; Pfirter et al., 1997). Uno
de esos métodos es el control biolégico (Bordin et al., 2018; Boyetchko et al., 2002; Radhakrishnan et al.,
2018) utilizando hongos fitopatégenos (Hershenhorn et al., 2016; Rai et al., 2021; Shabana et al., 2003).
Sin embargo, el éxito de estos microorganismos depende de la presencia de una cantidad suficiente en la
poblacién de los agentes de biocontrol asociados con la maleza hospedera (Abbas et al., 2018), asi como
de las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de los microorganismos. Estos factores son
cruciales para su buen desempefio en el control de las plantas objetivo (Abbas et al., 2018; Auld et al.,
2003; Vogelgsang et al., 1998).

El proceso de formulacion se considera un componente crucial para reducir los efectos negativos
de las condiciones ambientales sobre los agentes de biocontrol (Auld et al., 2003; Boyette et al., 2016;
Morin et al., 1990). Ademas, mejora la eficiencia de aplicacion y el efecto de los bioherbicidas (Défago et
al., 2001; Rai et al., 2021), promoviendo una vida util prolongada (Abbas et al., 2018; Zidack & Quimby,
1999) y facilitando el almacenamiento, manipulacién y aplicacion (Auld et al., 2003; Défago et al., 2001).
Para el caso de los micoherbicidas, las formulaciones liquidas en emulsién han demostrado ser efectivas
en el control de malezas (Abdessemed et al., 2020; Boyetchko et al., 2002). Este tipo de formulaciones
destacan como una de las principales alternativas, debido a que proporcionan un microambiente que
favorece el desarrollo de los agentes biolégicos durante el proceso de colonizaciéon (Babu et al., 2003;
Boyette et al., 2016; Ghorbani et al., 2000). Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue desarrollar y
evaluar formulaciones liquidas en emulsion basadas en dos hongos fitopatégenos (Macrophomina phaseolina

TV1 y Alternaria alternata ET4) para el control de la maleza C. arvensis.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico
Las cepas de los hongos TV1 (M. phaseolina) y ET4 (A. alternata) fueron obtenidas a partir de hojas

de C. arvensis con sintomas de enfermedad fungica. Los aislados fueron seleccionados con base a su

actividad fitopatogena en C. arvensis (Sotelo-Cerén et al., 2023).
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Propagacion de los hongos

La propagaciéon de TV1 y ET4 se realiz6 siguiendo la metodologia de Ibrahim y Tawfik (2019)
con algunas modificaciones. Se inocularon matraces Erlenmeyer (500 mL) cada uno con 200 mL de caldo
de dextrosa y papa (PDB) (BD DifcoTM) utilizando seis discos (0.5 cm de diametro) de colonias de
hongos de 7 dias de desarrollo. Los matraces se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 15 dfas.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 3350 g durante 10 min para separar las estructuras
fungicas, las cuales se resuspendieron en 500 mL de agua destilada estéril (ADE).

Posteriormente, se realizé un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de los hongos
en suspension mediante diluciones seriadas. Se esparcié 0.1 mL de la suspension en cajas de Petri que
contenfan agar papa y dextrosa (PDA) y se incubaron a 25°C durante 48 h. Las estructuras fungicas que

presentaron desarrollo de micelio se consideraron UFC y se reportaron como UFC mL." (Omer, 2010).

Desarrollo de Ias formulaciones

Se prepararon formulaciones en emulsién con los aislados TV1 y ET4 tanto individualmente
como en combinacion siguiendo los métodos de Abdessemed et al. (2020) y Babu et al. (2003) con algunas
modificaciones. La formulaciéon consisti6 en una fase oleosa compuesta por aceite de canola y el
surfactante Tween 80 al 1%, combinado con una suspension acuosa de los hongos fitopatégenos a una
concentraciéon de 1 X 10° UFC mL". La mezcla de aceite y tensoactivo se homogeneiz6 utilizando un
agitador magnético a 60°C durante 5 minutos; posteriormente, se afiadié la suspensiéon fungica en una
proporcion final de 1:9. La mezcla se emulsioné durante tres minutos utilizando una batidora de
inmersiéon manual (RIVAL, IB900MX). Posteriormente, las formulaciones se almacenaron a 4°Cy 25°C.

Para determinar la viabilidad de los hongos después del proceso de formulacién, se tomaron
muestras de la emulsién por triplicado y se llevaron a cabo recuentos de UFC, segun la metodologia
descrita anteriormente.

El porcentaje de viabilidad se determiné utilizando la férmula propuesta por Cafiamas et al.

(2008), descrita en la ecuacion (1).

Ny X100

% Viabilidad = Eq. (1)

i
Donde N; representa la concentracion inicial en UFC mL™" en la suspension del hongo antes del

proceso de formulacién, y Nf corresponde a la concentracién en UFC mL™" después del proceso de

formulacion.
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Evaluacion de formulaciones en camara de crecimiento
Produccion de las plantas

Semillas de C. arvensis, garbanzo (Cicer arietinum, FUNDACION PRODUCE, var. Blanco Sinaloa),
trijol (Phaseolus vulgaris, INIFAP, var. Reyna), sorgo (Sorghum bicolor, WINFIELD UNITED, hibrido
CROPLAN 8240) y maiz (Zea mays, ASGROW, hibrido Hipopétamo) fueron desinfestadas siguiendo el
protocolo de Meena et al. (2016), con algunas modificaciones. Las semillas se sumergieron en una
solucion de NaOCI al 1% durante 5 min, seguido de un lavado con agua destilada estéril durante 1 min.
Posteriormente, se agregd etanol al 30% durante 3 min, seguido de tres lavados adicionales con agua
destilada estéril. Posteriormente, las semillas se sembraron a una profundidad de 3 cm en charolas de
germinaciéon de poliestireno (3.175 cm X 3.175 cm X 6.35 cm) que contenfan una mezcla de sustrato
arena/vermiculita (1:2 v/v) previamente esterilizadas en autoclave a 121°C y 15 PSI durante 1 h (por tres
dfas consecutivos). Las charolas se colocaron en una camara de crecimiento (Luceren®, Modelo RTOP-
1000D) con un 60% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16/8 h luz (28°C) /oscuridad(16°C). Las
plantas se regaron con agua destilada estéril cada tres dfas y se fertilizaron una vez por semana con

solucion de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950).

Efecto bioherbicida de las formulaciones

Plantas de C. arvensis en etapa de desarrollo de tres hojas verdaderas, asi como plantas de garbanzo,
frijol, sorgo y maiz de 20 dias de desarrollo fueron heridas en todas las hojas mediante punciones con
aguja estéril para promover la infeccién por los hongos. Posteriormente, se rociaron individualmente con
1 mL de los tratamientos a una concentracién de 1x10° UFC mL" de los aislados TV1, ET4 y la mezcla
TV1+ET4 tanto en formulaciones como en suspension de los hongos en ADE, utilizando formulaciones
sin hongos fitopatégenos y ADE como controles.

Una vez inoculadas las plantas, las charolas de crecimiento se cubrieron con bolsas de polietileno
transparente durante 48 h para conservar la humedad. Las plantas se mantuvieron en una camara de
crecimiento en las condiciones mencionadas anteriormente, durante 7 dias para C. arvensis y por 15 dias
para las plantas de garbanzo, frijol, sorgo y maiz. Después de este periodo, se evalué la incidencia y
severidad de la enfermedad, asi como la longitud y peso seco del brote y de la raiz.

La incidencia de la enfermedad se calcul6 considerando el nimero de plantas con sintomas sobre
el nimero de plantas totales, mientras que la severidad de la enfermedad se analizé calculando el
porcentaje del Indice de Severidad de la Enfermedad (% ISE) utilizando la Ecuacién (2) (Townsend &
Heuberger, 1943), basada en la escala propuesta por Razaghi y Zafari (2017). Esta escala consta de cinco

niveles, donde 0 = sin sintomas, 1 = menos del 10% de la superficie de la planta presenta lesiones, 2 =
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10%—25% de lesiones, 3 = 25%-50% de lesiones, 4 = 50% —75% de lesiones, y 5 = 75%—-100% de

lesiones, resultando en la muerte de la planta.

%ISE = 2Py 100 Eq. 2)

ZXN

donde n = numero de plantas en cada escala; v = valor de escala; z = valor de escala mas alto; y
N = namero total de plantas.

Los ensayos se llevaron a cabo dos veces de manera independiente, siguiendo un disefio
completamente al azar que incluy6 cinco plantas por réplica y tres réplicas por tratamiento. Ademas, se
comprobaron los postulados de Koch, para lo que se aislaron los hongos de plantas sintomaticas de C.

arvensis en el bioensayo y su identidad fue confirmada mediante caracteristicas morfologicas y analisis

molecular (Abdessemed et al., 2019).

Viabilidad y vida de anaquel

La viabilidad y vida de anaquel de las formulaciones almacenadas a 4°C y 25°C se evaluaron cada
30 dias durante un periodo de ocho meses por el método diluciones seriadas, siguiendo el procedimiento
descrito previamente. La prueba se llevé a cabo por duplicado, con tres repeticiones por tratamiento. El

porcentaje de viabilidad se calcul6 de acuerdo con el método de Omer (2010) con algunas modificaciones:

Viabilidad % = % x 100 Eq. 3)

donde U; representa la concentracion del inéculo en la formulacion inicial, y Ur es la

concentracion del inéculo de la formulacién en el periodo evaluado.

Andlisis estadistico

Los datos de incidencia y % ISE se transformaron mediante la funcién de arcoseno. Los datos
de UFC mL." de las formulaciones se normalizaron utilizando la transformacién logaritmica natural (In).
Todos los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey («=0.05). Las
diferencias estadisticas entre tratamientos y controles en cultivos se calcularon utilizando la prueba t de
Student. Los datos se analizaron con el software SPSS (IBM SPSS Statistics para Windows, version 25.0.

IBM, Armonk, Nueva York, NY).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las formulaciones

Las plantas de C. arvensis inoculadas con los hongos formulados presentaron una incidencia de

enfermedad del 100%. En contraste, los tratamientos no formulados mostraron una incidencia del
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76.67% al 82.22% (Tabla 1). Los sintomas observados fueron consistentes con estudios preliminares
(Sotelo-Cerdn et al., 2023), sin embargo, en las plantas tratadas con los formulados, la infeccién se detecto
de manera temprana, resultando en una colonizacién completa de los tallos y hojas en 3 a 4 dias post-
inoculaciéon (Figura 1), alcanzando un % ISE de 97.33% a 100%. Este %ISE fue mayor al presentado en
los tratamientos no formulados, donde se present6d un %ISE de 12.33% a 17.33% en el mismo periodo

(Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de los hongos fitopatogenos formulados sobre el desarrollo, incidencia y severidad de la
enfermedad en C. arvensis.

e Longitud (cm) Peso seco (mg) Inci f)lencia St
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea )
TV1 8.45£0.74> 27.40£1.49¢ 11.36+1.28a 43.61£4.77bc 76.67£5.77bc 12.33%0.58p
TV1F 7.38%1.30a 15.78+0.99a 9.95£0.23q 33.24£2.53a 100.00£0.00¢ 100.00£0.00<
ET4 8.63%0.83> 21.92£0.42bc 12.01+1.014b 43.43+2.25bc 83.33+5.77bc 14.67%1.53p
ET4F 7.77£0.644 15.89+2.41a 10.27+1.652 35.45£3.73ab 100.00£0.00¢ 99.33£1.15¢
TVI+ET4 8.53+0.89ab 27.65£3.08¢ 12.27+1.79abe 42.52+3.43abc 80.00+10.00bc 17.33%3.06P
(TVI+ET4) F 7.88£1.23q 16.01+0.954b 11.29+1.03a 36.85£2.92ab 100.00£0.00¢ 97.33%1.15¢
Control F 10.80%0.36P 27.43£3.63¢ 15.77+1.09¢ 46.511.16¢ 0.00£0.002 0.00£0.002
Control HO 10.71£0.79b 27.63£1.76¢ 15.23+1.20¢ 47.13%4.44c¢ 0.00£0.002 0.00£0.002

Nota: Las diferencias estadisticas entre aislados y control se indican con letras diferentes (p=.05). TV1 F,ET4 Fy (TV1+ET4)
F, se refiere a tratamientos formulados con hongos fitopatégenos. TV1, ET4y TV1+ET4, se refiere a tratamientos de hongos
fitopatégenos no formulados. Controles se refieren a tratamientos con agua destilada estéril (Control H>O) y formulacién sin
hongos fitopatégenos (Control F). ISE: Indice de Severidad de la Enfermedad.
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Figura 1. Efecto de hongos fitopatégenos formulados en el desarrollo de plantas de C. arvensis, 7 post-
inoculaciéon. TV1 F, ET4 F y (IV1+ET4) F, se refiere a tratamientos formulados con hongos
fitopatégenos. TV1, ET4 y TV1+ET4, se refiere a tratamientos de hongos fitopatégenos no formulados.
Controles se refieren a tratamientos con agua destilada estéril (Control H,O) y formulacion sin hongos
fitopatégenos (Control F). Barra de escala = 5 cm.

| 76 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

En la longitud de las raices tratadas con los hongos formulados se observé una disminucion del
26% al 31%, mientras que en aquellas tratadas con hongos no formulados no se encontraron diferencias
significativas en comparacion con los controles (Tabla 1). Ademas, se observaron reducciones en el peso
seco de las rafces que variaron entre el 26% y el 35% con hongos formulados, y entre el 19% y el 25%
con hongos no formulados (Tabla 1). Por otro lado, en la parte aérea, solo se observaron reducciones
significativas en las plantas tratadas con hongos formulados, con una disminucién del 42% al 43% en la
longitud y del 22% al 29% en el peso seco (Tabla 1). Las plantas de garbanzo, frijol, sorgo y maiz
inoculadas con los tratamientos formulados no mostraron sintomas de enfermedad ni efectos negativos
en su desarrollo (datos no mostrados).

El proceso de formulacion ha sido reconocido como un componente crucial para mejorar la
actividad bioherbicida de un agente de control biolégico (Zhang et al., 2003). Esto se ha demostrado
tanto en el presente estudio como en investigaciones previas. Shabana et al. (2010) observaron un
aumento de 5.55 veces en la severidad de la enfermedad y una inhibicién del 58.53% del peso seco de
plantas de Amaranthus tuberculatus tratadas con una formulacién en emulsién del hongo fitopatégeno
Microsphaeropsis amaranthi en comparacion con las plantas tratadas con el hongo no formulado. Por otro
lado, Abdessemed et al. (2020), evaluaron una formulacién en emulsion de Alternaria alternata para el
control de Xanthium strumarinm, observando una reduccion en la longitud de los brotes y las raices, asi
como en el peso seco total de las plantas, en un 50%, 26.76% y 57.69%, respectivamente, ademas de un
% ISE de hasta 80%. En cuanto a C. arvensis, esta maleza ha sido controlada en campo con una
formulacion en emulsion a base de esporas de Stagonospora sp., resultando en un 94.5% de necrosis del
area foliar, mientras que la aplicaciéon de hongos no formulados generé menos del 50% de necrosis en el
area foliar en planta (Pfirter & Defago, 1998).

LLa mejora del efecto bioherbicida de las formulaciones TV1 F, ET4 F y (TV1+ET4) F se debe
posiblemente a la capacidad de sus componentes para mitigar factores ambientales como la temperatura
y los largos periodos de rocio necesarios para la propagacion de los hongos (Boyette et al., 2016). Esto
se logra al retrasar la evaporacion y atrapar el agua de la emulsion alrededor de las células del hongo,
favoreciendo su germinacion durante la infeccion, o al inducir un suministro exégeno de agua, desde las
células del tejido foliar (Abdessemed et al., 2020; Babu et al., 2003; Shabana et al., 2010). Ademas, la
formulacién en emulsiéon mejora la adhesion de los agentes de biocontrol a las hojas (Auld et al., 2003;
Pfirter & Defago, 1998) y la penetracion en los tejidos foliares, facilitada por el surfactante presente,
aumenta la retenciéon del in6culo, y la probabilidad de infeccion por el agente bioherbicida (Bastos et al.,

2017; Boyetchko et al., 2002).
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Viabilidad y vida de anaquel

Las formulaciones almacenadas a 25°C no mostraron diferencias estadisticas en comparacioén con
la concentracién inicial durante los primeros dos meses de almacenamiento. Sin embargo, durante el
tercer mes, la viabilidad disminuy6 a 32%, 4% y 6% para las formulaciones TV1 F, ET4 F y (TV1+ET4)
F respectivamente. A partir del quinto mes, la viabilidad de estas formulaciones fue inferior al 1% (Figura
2). Por otro lado, las formulaciones almacenadas a 4°C se mantuvieron estables durante los primeros
cuatro meses, con viabilidades de 84%, 88% y 64% para TV1 F, ET4 Fy (TV1+ET4) F respectivamente.
Después de 8 meses la viabilidad observada fue del 1 al 2% (Figura 3).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Shabana et al. (2003), quienes sostienen que el
almacenamiento a bajas temperaturas contribuye a la preservaciéon de la viabilidad de los agentes de
biocontrol. Por otro lado, Hershenhorn et al. (2016) indican que la formulacién debe mejorar la
efectividad del microorganismo y garantizar una vida util de al menos un afio. Shabana et al. (2003)
también reportaron que una formulacién tipo pesta retuvo el 93% de la viabilidad de las esporas de
Fusarium oxyspornm durante un afio de almacenamiento a 3°C. La estabilidad a largo plazo y la vida util
prolongada son aspectos deseables en el desarrollo de formulaciones, ya que facilitan el transporte desde
el fabricante hasta el usuario final (Boyetchko et al., 2002), favoreciendo la comercializaciéon de los

productos de biocontrol (Zidack & Quimby, 1999).

—o—TV1F
—e—ET4F
0.40 —o—TVI+ET4 F

Viabilidad (UFC/ml.) x10°
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-
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Figura 2. Vida de anaquel de formulaciones de hongos fitopatégenos almacenadas a 25°C.
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Figura 3. Vida de anaquel de formulaciones de hongos fitopatégenos almacenadas a 4°C.

CONCLUSIONES

En conclusion, los hallazgos del presente estudio indican que la formulaciéon en emulsion de los
hongos TV1 y ET4, asi como su combinaciéon TV1+ET4, incrementa significativamente el potencial
bioherbicida de estos aislados en comparacion con los aislados no formulados. Ademas, se ha demostrado
que su almacenamiento a 4°C permite mantener su viabilidad y efectividad durante al menos cuatro
meses. Estos resultados subrayan la importancia de una formulacién adecuada para mejorar la eficacia y
la estabilidad de los agentes de biocontrol.

Para avanzar en este campo, se sugiere realizar estudios adicionales con estas formulaciones en
condiciones de invernadero y en campo abierto. Esto permitira evaluar su desempefio en entornos mas
variables y realistas, proporcionando datos cruciales para su potencial comercializaciéon y uso practico en
programas de manejo integrado de malezas. Ademas, investigar otras posibles combinaciones y optimizar

su formulacién podria mejorar ain mas la eficacia y durabilidad de estos agentes bioherbicidas.
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Capitulo 8

Caracterizacion fisicoquimica parcial de la harina de
grillo domestico Acheta domesticus como ingrediente
novedoso en formulaciones
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RESUMEN

El incremento en la demanda de harina de pescado ha creado una fuerte necesidad de emplear
fuentes de proteina que cumplan con el requerimiento nutricional de los cultivos y a su vez sean asequibles
y sostenibles con el medio ambiente. En el presente estudio se analiz6 la composicion nutricional de la
harina de grillo Acheta domesticus mediante analisis bromatoldgico para determinar su factibilidad como
ingrediente en formulaciones acuicolas. Su alto contenido de proteina cruda, (54.44%) similar a la harina
de pescado, hace de la harina de grillo A. domesticus un ingrediente novedoso y de calidad que podria ser
empleado como ingrediente en formulaciones acuicolas. En adicion, el impacto medioambiental de su
produccion es nulo en comparaciéon con otras fuentes de proteina y su composicion puede ser modificada

mediante distintos procesos quimicos para mejorar su calidad final.

INTRODUCCION

La acuacultura representa el sector alimentario de mayor crecimiento de la ultima década (Little
et al., 2016), con una produccioén anual de 88 millones de toneladas en peso vivo, equivalentes a 265
millones de dolares en ganancia (FAO, 2022). Ademas, ha superado la produccion de la pesqueria por
captura y ha mantenido un crecimiento constante a lo largo de los afios. No obstante, en afios recientes

su produccién se ha estancado debido a la disminucién de la harina de pescado, la cual es la principal
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fuente de proteina, aminoacidos y acidos grasos en formulaciones acuicolas (FAO, 2022; Jobling, 2012).
El crecimiento acelerado de la produccion por acuacultura conlleva a un incremento en la demanda de
harina de pescado, que a su vez incrementa el precio este ingrediente principal para la formulacién de
alimentos acuicolas. Debido a lo anterior, se pone en riesgo la sostenibilidad de la acuacultura pues el
costo de los alimentos representa el 50% de los costos de produccion (Ayisi et al., 2017; Dai et al., 2017).
Ante esta problematica han surgido fuentes de proteina alternas a la harina de pescado, siendo la mas
comun la harina de soya (Gasco et al., 2018; Hodar et al., 2020). Sin embargo, la presencia de factores
anti nutricionales y déficit de aminoacidos esenciales ha limitado su uso y solo han logrado sustituir
parcialmente la harina de pescado.

La harina de grillo domestico Acheta domesticus se presenta como un ingrediente de calidad, apto
para sustituir la harina de pescado, pues posee un alto contenido de proteina digestible, lipidos,
aminoacidos, vitaminas y minerales (Alfiko et al., 2022; Barker et al., 1998; Barroso et al., 2014; Finke,
2002; Oonincx & Finke, 2021; Pilco-Romero et al., 2023; Tran et al., 2015) (Figura 1), cuya composicion
se puede modificar mediante enriquecimiento del sustrato y diferentes procesos quimicos (Lucas-
Gonzilez et al., 2019; Ndiritu et al., 2017; Oloo et al., 2020) para satisfacer las necesidades nutricionales
de los cultivos. En adicién, su produccion posee un minimo impacto ambiental al requerir menos espacio
y agua y generar substancialmente menos emisiones de gases de invernadero en comparacioén con otras
fuentes de proteina (Guo et al., 2022; Siddiqui et al., 2023; Van Peer et al., 2024; Vauterin et al., 2021)
(Figura 2). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar la composiciéon proximal de la harina
de grillo domestico mediante analisis bromatolégicos para evaluar su potencial como ingrediente en

formulaciones acuicolas.

Proteina: 10.3-73.1%

- ' Digestibilidad
83.9-92%
Aminoacidos: Met, e

Leu, Arg, Lys, Val ~ V\‘)k OH

NH, Alimentacion, etapa,
condiciones de cultivo,
procesado y extraccion.

| Quitina/
[ Quitosano
Lipidos: i ; ‘ ;i
3-22.8%
Acheta
domesticus

O @ @ 73 Vitaminas

Minerales

Figura 1. Composicion nutricional del grillo domestico A. domesticus. Creadas con Biorender.com
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A. domesticus

Harina de soya "-'L

Ganado porcicola
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-y
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Figura 2. Comparacién del impacto ambiental de la harina de grillo y otras fuentes convencionales de
proteina. Creadas con Biorender.com.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo y obtencion de harina de grillo doméstico

El cultivo de grillo se llevé a cabo acorde a la metodologia propuesta por Hanboonsong & Durst
(2020). Para el cultivo se emplearon ejemplares adultos procurados de un productor, con una densidad
inicial de 30 individuos, con una relacién de 1 macho por cada 10 hembras. LLos ejemplares se colocaron
en contenedores plasticos de 40x60 cm, los cuales contenfan carteras de huevo alineados verticalmente
como refugio, bebederos de 3 cm de alto y un contenedor plastico con sustrato de maceta como colector
de los huevecillos o ponedero. Cada contenedor fue etiquetado con datos como la fecha, poblaciéon y
ciclo reproductivo. La alimentaciéon de los grillos consistié en alimento seco para mascotas (30% de
proteina) y vegetales frescos. Una vez obtenidos los huevos se colocaron en contenedores plasticos para
su incubacién bajo condiciones controladas de temperatura (35°C) y humedad. Se mantuvo la humedad
del sustrato rociandole agua destilada con un atomizador. Simultineamente, se mantuvo una bitacora
para el control de cada ciclo reproductivo. Después de cada ciclo de cultivo, los contenedores se
desmantelaron y se limpiaron y desinfectaron. Cada ciclo de cultivo tuvo una duracién de 80 dias.

Una vez alcanzada la biomasa requerida (6,000 individuos) se sacrificaron los grillos por
congelaciéon para ser posteriormente secados en un horno a 50°C por 48 horas. Una vez secos, se

molieron en un molino de carne hasta la obtencién de la harina de grillo, acorde a la metodologia
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propuesta por (Udomsil et al., 2019). Al final se anot6 el rendimiento en peso de la harina de grillo con

respecto al total de los individuos secos molidos.

Anilisis bromatoldgico de Ia harina de grillo

La composicién proximal de la harina de grillo se analiz6 mediante la metodologia propuesta por
la AOAC (2005) (Figura 3). Para la determinacion de humedad, cenizas, proteina cruda y lipidos. Cada
analisis se efectud por triplicado.

El contenido de humedad en la harina de grillo se determiné por secado en horno a 110°C hasta
alcanzar el peso constante. Las muestras desecadas de la prueba anterior se emplearon para la
determinacién de protefnas y lipidos. El contenido de proteina cruda en las muestras se determiné por el
método micro Kjeldahl después de una digestion acida, seguido de una neutralizacién, destilacion y
posteriormente una titulaciéon. El contenido de grasa cruda se determiné empleando el método Soxhlet

por extraccién con hexano. El contenido de cenizas se determiné por incineracion en mufla a 550°C.

Figura 3. Analisis proximal de la harina de grillo; a) analisis de humedad en horno; b) analisis de cenizas
en mufla; c) analisis de proteina cruda; d) analisis de lipidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento del cultivo de grillo

Se obtuvo una biomasa de 6000 individuos por ciclo de cultivo, equivalente a 1 kg de harina de

grillo.
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Figura 4. Harina obtenida de grillo.

Composicion proximal de la harina de grillo

La composicién proximal de la harina de grillo se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion proximal de la harina de grillo. Fuente: Elaboracién propia.

Humedad Cenizas Proteina cruda Lipidos
6.98%%0.12 8.17%%0.15 54.44%%3.52 3.15%7%0.46

La harina de grillo present6 un alto contenido de proteina, el cual cumple con los requerimientos
del camarén blanco P. vannamei y otras especies cultivables (Jobling, 2012). Acorde a investigaciones
previas, el contenido de proteina en la harina de grillo oscila entre 48 y 73% (Barroso et al., 2014; Irungu
et al,, 2018; Perera & Bhujel, 2022; Tran et al., 2015; Udomsil et al., 2019). En el presente estudio la harina
de grillo presenté 54.44% de proteina, superior a la harina de soya (51.8 %) (Alfiko et al, 2022) y
aproximado a la harina de pescado (60-70%) (Cho & Kim, 2011). Por lo que se podria emplear la harina
de grillo como fuente de proteina en alimentos balanceados para organismos de acuacultura. En
contraste, present6 un bajo contenido de humedad. El contenido de humedad influye en la calidad final
del pellet. En conjunto con los parametros de extrusion, el contenido de humedad de los ingredientes

puede alterar las caracteristicas nutricionales, sensoriales y texturales de los pellets (Rajendra et al., 2023).
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Parametros del pellet como su dureza, densidad, expansiéon y capacidad de retenciéon de aceite son de
interés en la acuacultura puesto que infieren en la flotabilidad e integridad del pellet y estan ligados con
el contenido de humedad y fuente de proteina (Draganovic et al., 2011). Ademas, un nivel excesivo de
humedad (25%) deteriora los pellets y reduce su tiempo de almacenamiento debido al crecimiento
microbiano (Kabir et al., 2015).

Similarmente, el contenido de lipidos presentes en la harina fue relativamente bajo y contrasta
con lo previamente reportado (Barroso et al., 2014; Brogan et al., 2021; Irungu et al., 2018; Perera &
Bhujel, 2022; Udomsil et al., 2019). Los lipidos son un componente esencial en alimentos balanceados
dietas, dado que proveen energia y acidos grasos esenciales (Shiau, 1998). En el presente, el contenido de
lipidos de la harina de grillo fue bajo, considerando el dietario de lipidos de camarones peneidos (Jobling,
2012).

El contenido de cenizas presente en la harina de grillo coincide con lo previamente reportado por
Irungu, 2018. Las cenizas son el contenido mineral presente en los ingredientes o dieta. No obstante, un
alto contenido de cenizas en las dietas afecta negativamente la salud de los organismos, incrementando
la tasa de mortalidad y reduciendo el crecimiento (Shearer et al., 1992). En el caso de los insectos, estos
presentan proteina unida a su exoesqueleto mineralizado, por lo que un alto contenido de cenizas podria
disminuir su digestibilidad (Oonincx & Finke, 2021).

La composiciéon proximal de la harina de grillo varfa a diversos factores como las técnicas de
extraccion (Ndiritu et al., 2017), procesamiento de la harina (Lucas-Gonzalez et al., 2019), asi como de la
alimentaciéon proporcionada a los organismos y condiciones del cultivo (Oloo et al., 2020; Oonincx &
Finke, 2021).

Por ende, es clave analizar la composicion proximal de la harina de grillo para determinar tanto

la calidad nutricional de las dietas como la calidad del pellet.

CONCLUSIONES

La harina de grillo por su composicion nutricional podria emplearse como ingrediente novedoso
sostenible e incluso sustituir la harina de pescado en formulaciones de alimentos balanceados. En adicién,
su composicion y calidad final se puede manipular y mejorar mediante distintas estrategias. No obstante,
se requiere mayor investigaciéon para determinar el nivel adecuado en formulaciones para distintas

especies de importancia acuicola.
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El género Bacillus como aliado en la agricultura
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RESUMEN

Las practicas agricolas de actualidad demandan un comportamiento sostenible, ya que el
incremento en la poblacién mundial demanda un incremento en la producciéon de productos basicos.
Una estrategia prometedora es el uso de bacterias del género Bacillus, este diverso grupo bacteriano ha
mostrado una amplia gama de aplicaciones en la agricultura. Diversas especies han sido utilizadas como
alternativas a los fertilizantes quimicos siendo alternativas viables a los fertilizantes y los pesticidas
sintéticos. Una caracteristica importante de estas especies es la formaciéon de endosporas lo que las hace
muy apropiadas para el desarrollo de formulaciones para uso agricola. Los Bacillus han demostrado
muchos beneficios en sus aplicaciones, entre ellas la protecciéon contra patdégenos e insectos y asi como
promover el crecimiento de las plantas mediante su fitoestimulacién. Estas especies han revolucionado

la agricultura creando a base de ellas soluciones sostenibles para la gestion de enfermedades y plagas.

INTRODUCCION

En el afio 2022, la poblacién mundial alcanzo los 8000 millones de personas, y en tan solo doce
afios la poblacion mundial se increment6 de 7000 a 8000 millones de habitantes, posiblemente dentro de
15 afios se incremente a los 9000 millones (United Nations, 2024). Proveer alimentos para la poblacion
mundial creciente sera todo un reto para este siglo, la cual tendra que ser de forma sostenible y amigable
con el medio ambiente (Etesami et al., 2023).

Uno de los principales retos para el siglo XXI sera el desarrollo de una agricultura sostenible y
respetuosa con el medio ambiente que logre proveer alimentos a una creciente poblacion humana

venidera. Los métodos de produccion agricola en la actualidad todavia dependen en gran medida del uso
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de pesticidas y fertilizantes quimicos, esto genera problemas en el ambiente (Berg, 2009). Ademas, los
patégenos vegetales emergentes, reemergentes y endémicos siguen desafiando nuestra capacidad para
salvaguardar el crecimiento y la salud de las plantas en todo el mundo (Miller etal.,, 2009). Los
tratamientos quimicos has demostrado que so6lo son eficaces durante un breve periodo de tiempo en la
temporada de cultivo. Por otro lado, los compuestos antimicrobianos producidos por bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) han demostrado ser bastante eficaces para combatir plagas,
patdgenos, etc. y ser efectivos como agentes de biocontrol. Estas son un grupo de bacterias beneficiosas
que viven en el suelo o colonizan la rizésfera, la filésfera o el interior del tejido vegetal (endéfitos). Por
lo tanto, el control biolégico se han convertido en una estrategia importante para la sostenibilidad de los
cultivos, y asi mantenerlos libres de enfermedades que, en dltima instancia, faciliten la produccion
sostenible (Andri¢ et al., 2020; Zheng et al., 2013; Nagorska et al., 2007).

Recientemente, el uso de BPCV con actividad de biocontrol ha adquirido importancia en la
agricultura, sobre todo aquellos que presentan actividad protectora frente a patégenos vegetales de
importancia econémica, lo que representa una alternativa prometedora frente a los agroquimicos (Andric
et al.,, 2020; Kohl et al., 2019). Las bacterias y hongos benéficos de vida libre que se encuentran en el
suelo o aquellos que actiian como endéfitos pueden promover el crecimiento vegetal, algunos poseen la
capacidad de proteger a la planta contra enfermedades y factores abi6ticos favoreciendo su desarrollo
(Tonelli et al., 2010). Estos microorganismos se encuentran en la rizosfera de las plantas, el sitio mas
activo metabdlicamente debido a los exudados radicales. La rizosfera es la porcion de suelo inmediato a
la raiz, y aqui las plantan depositan un porcentaje de sus metabolitos fotosintéticos (entre el 10 y el 40%)
enriqueciendo el suelo con nutrientes, aminoacidos y moléculas energéticas organicas como los
carbohidratos (Vetterlein et al., 2020). Esta fertilizacion tiene una influencia significativa en la microbiota
del suelo inmediato a la rafz. Con esto las plantas pueden ser capaces de modular los microorganismos
que interaccionan con ellas mediante la composicion de los exudados (Nuccio et al., 2020). Cuando las
plantas exudan compuestos similares, pueden atraer a ciertos grupos de microorganismos en comun, a
estos grupos de microorganismos que persiste en diferentes plantas se denomina microbioma central
(core microbiome). Las plantan pueden exudar compuestos especificos de cada especie, esto influencia a
ciertos grupos de microrganismo que varfan del microbioma central, formando interacciones especificas
(Orozco-Mosqueda et al., 2022). Estas interacciones pueden ocurrir de diferentes formas, estimulando
su crecimiento; haciendo disponible los nutrientes en el suelo; fijando nitrégeno atmosférico;
suprimiendo patégenos y protegiendo las plantas de diversas enfermedades; y aumentando la tolerancia
de las plantas a factores ambientales agrestes ( Etesami et al., 2023; Etesami, 2020a; Egamberdieva et al.,
2017) .

Entre los microorganismos que se pueden asociar a las plantas y tener un efecto positivo en su
crecimiento se han reportado especies de los siguientes géneros: Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter,

Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Pseudomonas, and Serratia. Siendo los géneros Bacillus vy

| 94



Biotecnologia agropecuaria aplicada

Pseudomonas las comunidades mas predominantes (Radhakrishnan et al., 2017; Figueroa-Lépez et al.,
2010) y algunas de las BPCV de estos géneros se han comercializado gracias a su supervivencia en una
amplia gama de entornos bibticos y abidticos.

Bacillus spp. son un género de bacterias Gram positivas que se encuentran distribuidas
ampliamente en la naturaleza y se han aislado de en una gran diversidad de nichos en el ambiente. De
ellas se han obtenido diversos productos entre los cuales destacan algunos en el ambito medicinal,
industrial y en la agricultura (Radhakrishnan et al., 2017). El potencial uso que se la ha dado a los
microorganismos pertenecientes a este género incluyen el desarrollo de productos fitosanitarios y
fertilizantes naturales aplicados en las areas de la silvicultura, horticultura y agricultura (Saxena et al.,
2020; Passari et al., 2018).

Dentro de la diversidad tan grande que existe en este género de microorganismos, se ha destacado
por desempefiar un papel muy importante en la salud de las plantas. Los Bacz/lus como baterias benéficas
han demostrados ser verdaderos aliados en la agricultura sostenible. En este capitulo, se explora las

capacidades promotoras de crecimiento vegetal y el impacto que han tenido en la agricultura.

Origen, Caracteristicas y Adaptabilidad de los Bacillus

El género Bacillus se fue creado en el 1872 por Fernandin Julius Cohn (Skerman et al., 1980) y
dentro de este género se encuentran agrupadas 110 especies y un total 633 incluidas las subespecies

(https://lpsn.dsmz.de/genus/bacillus). Las caracteristicas principales de este género son su forma

particular de baston, son Gram positivas, aerobias o anaerobias facultativas y catalasa positivas
(Miljakovi¢ et al., 2020; Whitman, 2010). Otra caracteristica que poseen es la formaciéon de endosporas,
y esto ha obtenido especial atencion de los cientificos en el mundo. Estas estructuras se encuentran dentro
de las mas resistentes que se conocen, pueden estar latentes por periodos de tiempo muy extensos sin
nutrientes (Riley et al.,, 2020). Estas estructuras se caracterizan por otorgarles a estas especies una
resiliencia muy alta a condiciones adversas. Especies de este género, se adaptan a condiciones adversas
en diversos habitats son extremadamente resistentes a la radiacion ultravioleta, el calor, la desecacion, la
radiacion ionizante y muchas sustancias quimicas téxicas; se han usado tratamientos térmicos (80°C) para
enriquecer Bacillus formadores de endosporas. Pueden desarrollarse en medios nutritivos en condiciones
aerobias o anaerobias facultativas, y sélo unas pocas son anaerobias estrictas; presentan turbidez a las
pocas horas de crecimiento en medios liquidos. Se pueden diferenciar al usar condiciones de crecimiento
(nutrientes y temperatura) favoreciendo ciertas especies (Liu et al., 2023; Miljakovi¢ et al., 2020).

El suelo es una fuente comun para la obtencion de bacilos, existen algunas especies reportadas
como patogénicas a los seres humanos, se les ha encontrado contaminando alimentos de consumo

mediante la producciéon de toxinas termoestables, como por ejemplo Bacillus cerens y Bacillus anthracis, la
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mayotia de los Bacillus spp. no son patégenos para el ser humano ni otros animales, y se consideran

seguros para su uso en el medio ambiente ( Liu et al., 2023; Bhattacharyya et al., 2010).

Del total de las poblaciones bacterianas existentes en el suelo, Baci/lus spp. representa hasta el 95%
de las bacterias Gram positivas, y de igual forma tienen mayor representacion dentro de los grupos de

bacterias endofitas ya reportadas (Miljakovi¢ et al., 2020).

Los Bacillus en Ia adquisicion de nutrientes y salud del suelo.

Aqui exploraremos el papel crucial de los Bacillus en la salud del suelo. Desde su capacidad para
fijar nitrégeno atmosférica hasta su habilidad para solubilizar algunos elementos esenciales para el
desarrollo de las plantas, veremos como estas bacterias contribuyen a la fertilidad del suelo y la

disponibilidad de nutrientes para las plantas.

¢ Fijacion de Nitrégeno (N)

El nitrégeno es necesario para la produccion y desarrollo para las plantas. Este elemento forma
parte de la molécula de clorofila (indispensable para la fotosintesis), de los aminoacidos y por ende de las
proteinas (Zayed et al., 2023). Otra funcion extremadamente importante es que forma parte de los acidos
nucleicos y de moléculas almacenadoras de energfa en la célula como el ATP. Aunque este elemento se
encuentra en la atmodsfera en grandes cantidades no puede ser utilizado por las plantas, se necesitan
formas asimilables de este elemento como el Amonio (NH*"), Amoniaco (NH3), Nitrato (NO™), Nitrito
(NO?%), Urea [(NH2)2CO] (Wagner, 2011). Otra forma de como las plantas pueden asimilar este elemento
es mediante la fijaciéon biologica del nitrégeno y solo unos pocos de procariotas pueden realizar este
proceso (Wagner, 2011). Por lo tanto, la fijacion de este elemento es la transformacion del Nz atmosférico
en formas asimilables para la planta proporcionando una fuente de nitrégeno suficiente para las plantas.

Los microorganismos capaces de fijar nitrégeno pueden tener un comportamiento simbidtico o
ser de vida libre. Varias BPCV, entre ellas especies de Bacillus, pueden lograr una reducciéon del uso de
fertilizantes quimicos y asi incrementar el rendimiento y el crecimiento de las plantas mediante la fijacion
biolégica de nitrégeno. Se calcula que esta fijacion de nitrégeno puede ser del 12 al 70% en cultivos
agricolas y esta mediada por rizobacterias (Miljakovi¢ et al., 2020). Se sabe que diversas especies de
Bacillus, como B. aerophilus, B. altitudinis, B. aquimaris, B. aryabhattat, B. brevis, B. cereus, B. circulans, B. firnus,
B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus, B. rhizosphaerae, B. safensis, B. subterraneons, B. subtilis, B.
vietnamensis fijan nitrégeno atmosférico (Etesami et al., 2023; Saxena et al., 2020; Yousuf et al., 2017;
Ambrosini et al., 2016; X. Ding et al., 2015; Ji et al., 2014). La fijacién se de este elemento en organismos
de vida libre se logra mediante la acciéon de una enzima llamada nitrogenasa. Algunos estudios han

mostrado que los microrganismos fijadores de nitrégeno poseen el gen nifH, este gen ha sido reportado
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en varias especies de Bacillus como lo son B. cereus, B. mycoides, B. aryabbattai, B. megaterinm y B. subtilis
mediante ensayos de reduccién de acetileno ( Gupta et al., 2021; Ambrosini et al., 2016; Ding et al., 2005).

Algunos Bacillus han demostrado ser muy eficientes para fijar nitrégeno, B. megaterium reportada
como fijadora de nitrégeno tuvo un efecto positivo en los parametro de rendimiento en trigo (Aslam
et al.,, 2010); la inoculacion de B. rhizosphaerae incrementd el peso seco de plantas de cana (Madhaiyan
et al.,, 2011); las semillas de arroz tratadas con B. aryabbattai, B. megaterium 'y B. subtilis mostraron un mejor
crecimiento de la planta, mayor altura, peso seco y efectos antagonistas contra los hongos patdgenos (Ji
etal, 2014). Los Bacillus son microorganismos que pueden fijar nitrégeno atmosférico ayudando a

incrementar la deficiencia de nitrégeno en el suelo.

e Disponibilidad de Fosforo (P)

El fésforo (P), es un elemento que en su mayoria no se encuentra disponible para las plantas. Este
nutriente necesita ser transformado a una forma soluble en la que las plantas pueden absorbetlo. La baja
disponibilidad de este nutriente obstaculiza el crecimiento y el rendimiento de los cultivos ( Etesami et al.,
2023; Etesami, 2020b). Las funciones bioldgicas de este elemento son clave para el desarrollo de las
plantas; esta involucrado en reacciones de transferencia de energfa a nivel bioquimico, participa en el
desarrollo y elongacion de las raices, esta involucrado en la resistencia mecanica de las raices y tallos, la
formacion de las flores y las semillas, en la fotosintesis, en la fijacién de nitrégeno en las leguminosas, en
la resistencia a las enfermedades, en el aprovechamiento del almidén y ademas es un elemento clave en
la estructura de los acidos nucleicos, biomoléculas responsables de los rasgos hereditarios en las plantas
(Khan et al., 2023). La disponibilidad del P en suelo es limitada, H,PO4 y HPO,* son las formas en las
que las plantas lo pueden absorber, sin embargo, mas del 80% del fosforo que se encuentra en el suelo
no esta disponible (Etesami et al., 2023; Saeid et al., 2018).

Existen diversas especies de Bacillus con la capacidad de solubilizar fésforo en el suelo, B. circulans,
B. chitinolyticus, B. coagulans, B. cereus, B. fusiformis, B. pulvifaciens, B. pumilus, B. megaterium, B. mycoides, B. simplex,
B. sircalmons y B. subtilis (Sharma et al., 2013). Siendo las bacterias con mas representacion en la rizosfera
B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. pumilusy B. megaterium (Saeid et al., 2018). Se mencionan en la literatura
que existen algunos mecanismos por los cuales las bacterias del suelo pueden hacer biodisponible el
fosforo en formas solubles, estos pueden involucrar la quelacion, reacciones o6xido reduccién y
principalmente la produccion de acidos organicos (solubilizaciéon de compuestos insolubles de fosfato
inorganico como fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y roca fosfarica), y también la
produccion de fosfatasas (para la mineralizacion del fésforo organico) (Ibarra-Galeana et al., 2017). Entre
los acidos organicos destacan, los acidos lactico, propidnico, gluconico, isobutirico, acético, isocaproico,
caproico, heptanoico y succinico ( Saeid et al., 2018; Cheng et al., 2017; Otieno et al., 2015).

Las fosfatasas y las fitasas son dos grupos de enzimas que pueden catalizar la conversion de las

formas organicas a formas inorganicas de fosfatos. B. flexusy B. megaterium mostraron actividad fosfatasa

| 97|



Biotecnologia agropecuaria aplicada

en diversas fuentes de fosfato (Ibarra-Galeana et al., 2017). Especies como B. subtilis, B. licheniformis y B.
laevolacticus pueden producir fitasas (Farhat et al., 2008). Bacillus spp. pueden solubilizar fosfato en diversos
sustratos, como cenizas, espinas de pescado, espinas de ave, fosfato de aluminio, fosfato de hierro y
fosfato tricalcico, y esta mineralizacioén tiene una alta correlacién con la produccion de acidos organicos
(Saeid et al., 2018; Tao et al., 2008). Los Bacillus que solubilizan fosfato estan involucrados con un efecto
positivo en parametro de crecimiento vegetativo, germinacion, rendimiento, contenido de aminoacidos,
clorofila, glucosa, sacarosa, fructosa, actividades fotosintéticas y acumulacion de P en diversos cultivos

(Zaheer et al., 2019; Bahadir et al., 2018; Garcia-Lopez & Delgado, 2016; Mehta et al., 2015).

e Disponibilidad de Potasio (K)

El potasio es el tercer elemento mas importante para las plantas después del Nitrogeno y el
Fosforo y mas del 98% de sus formas no estan disponibles para las plantas. Al parecer las bacterias
pueden hacer formas solubles de K mediante la produccién de acidos organicos (Saxena et al., 2020).
Otra via que pueden usar los Bacillus para solubilizar K, es la produccion de polisacaridos extracelulares
para disolver los minerales de K y hacerlo soluble en el suelo. Estos mecanismos ya han sido reportados
en varias especies de Bacillus como B. pseundomycoides, B. firmus, B. mycoides, B. megaterium, B. decolorationis, B.
edaphicus, B. horikoshii, B. circulans, B. subtilis, B. velezensis, B. cereus, B. coagulans y B. licheniformis (Pramanik
etal, 2020; Saha etal, 2016; Verma etal., 2015). B. /icheniformis puede solubilizar K y producir
fitohormonas (AIA=acido indolacético), siendo capaz de soportar ambientes acidos y alcalinos
mostrando ser un efectivo bioinoculante (Saha et al., 2016). Las bacterias solubilizadoras de K suelen
aplicarse con una forma mineral como los residuos de biotita (Biotita, es un grupo de minerales
filosilicatos de Hierro y Magnesio, del grupo de las micas). Recientemente, B. pseudomycoides, fue aislada
de suelos de cultivo de té del noreste de la India y se descubrié que aumentaba la disponibilidad de potasio
en el suelo y la absorcién en las plantas de té cuando se inoculaba con residuos de biotita (Pramanik et al.,
2020). De igual forma se ha observado que Bacillus spp. pueden mitigar la deficiencia de K al disolver
minerales ricos en éste, ayudando a incrementar los niveles de K en la planta y el redimiendo de los

cultivos (Pramanik et al., 2020; Shakeel et al., 2015).
e Disponibilidad de Hierro (Fe)

La disponibilidad de hierro al igual que los otros elementos mencionados anteriormente, se
encuentra limitada en el suelo, el Fe puede formar compuestos que no estan en su forma disponible para
las plantas y puede llegar a ser una limitante en la produccién agricola (Morrissey & Guerinot, 2009). Las
biomoléculas que las bacterias producen para quelar Hierro se llama sider6foros. En cuanto a Bacillus
spp. esta documentado que producen moléculas del tipo hidroxamato y catecolato; entre ellos se
encuentran sider6foros como la bacillibactina, la petrobactina la esquizoquina la pioverdina y la

pioquelina (Khan etal.,, 2016). Estas moléculas actian como quelantes de metales con bajo peso
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molecular y una alta afinidad por el Hierro férrico, éstos se producen en condiciones limitantes de Hierro;
se sabe que algunas BPCV producen varios sideréforos e incrementan el Fe disponible para la plantas
(Singh et al., 2020).

Diversas especies de Bacillus estan reportadas como productoras de sideréforos, entre ellos B.
subtilis, B. pumilus, B. velegensis, B. mojavensis, B. licheniformis, B. thuringiensis, B. halodenitrificans, B. cereus, B.
anthracis y B. atrophaens (Etesami et al., 2023; Goswami et al., 2016; Ramadoss et al., 2013; Zawadzka et al.,
2009). La versatilidad de los sider6foros de Baci/lus es notable en sus multiples aplicaciones agricolas:
pueden servir como promotores de crecimiento de las plantas, mejorando la absorcion y asimilacion de
nutrientes, asi como actuar como agentes de biocontrol, suprimiendo el crecimiento de hongos
patégenos.

Estudios recientes se han enfocado en el papel que juegan los sideréforos de Bacillus para
promover el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Por ejemplo, se ha demostrado que B. subtilis
produce una amplia gama de sideréforos, como la bacillibactina y la petrobactina, que no solo mejoran
la disponibilidad de hierro, sino que también presentan efectos antagonistas contra diversos
fitopatogenos ( Timofeeva etal, 2022; Roy, 2020; Sah & Singh, 2015). Se ha descubierto que
determinados sideroforos de Bacillus inhiben el crecimiento de hongos y bacterias patégenos de las
plantas, reduciendo asf la incidencia de enfermedades vegetales y mejorando el rendimiento de los cultivos
(Hong et al., 2022). La utilizacién de sideréforos de Bacillus o de las cepas bacterianas que los producen

son una via prometedora para las practicas agricolas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

e Disponibilidad de Zinc (Zn)

La deficiencia de micronutrientes, particularmente el zinc, es de preocupacion mundial con gran
impacto en la productividad de los cultivos (Ishimaru et al., 2011). Una posible solucién a la deficiencia
de Zn en las plantas es el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, como las especies de
Bacillus, que tienen la capacidad de solubilizar el Zn y disponerlo a las plantas para su absorcion. Estas
bacterias pueden aumentar la biodisponibilidad del Zn en el suelo, permitiendo a las plantas adquirir y
utilizar mejor este nutriente esencial (Sindhu et al., 2019).

Se sabe que las bacterias solubilizadoras de Zn producen varios tipos de acidos organicos e
inorganicos y compuestos quelantes, a través de los cuales se ponen a disposicion de las plantas formas
complejas de zinc no disponibles (Kumawat et al., 2017). Algunos Bacz//lus reportados con esta capacidad
son B. aryabbattai, B. subtilis, B. thuringiensis, B cereus, B. licheniformis, B megaterium y B. tequilensi (Costerousse
Benjamin et al., 2017; Shakeel et al., 2015; D. Singh et al., 2017). B. aryabbattai logré promover el
crecimiento de trigo al ser utilizada como bionoculante ademas de incrementar la contraccion y la
movilizacion de diferentes sales de Zn (Ramesh et al., 2014). B. subtilis logré incrementar la contraccion

de Zn en granos de trigo hasta dos veces comparado con su control ( Singh et al., 2017).
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El uso de microorganismos solubilizadores de Zn pueden ser muy beneficioso en comparacion
con el uso de fertilizantes de Zn tradicionales, que pueden ser costosos, problematicos para el medio
ambiente y transformarse rapidamente en formas insolubles. Ademas, pueden mejorar el desarrollo de

los cultivos y aumentar el rendimiento en los cultivos de forma sostenible.

Bacillus y 1a Proteccion de las Plantas

Los Bacillus no solo promueven el crecimiento de las plantas, sino que también las protegen contra
patégenos. En este capitulo, se discutira cémo estos microorganismos producen una variedad de
compuestos antimicrobianos que pueden incluir antibiéticos, enzimas que degradan la pared celular y

otras sustancias bioactivas; ayudando a la defensa de las plantas y a combatir enfermedades.

¢ Produccién de Compuestos Antimicrobianos

Las bacterias pertenecientes al género Bacz//us han sido reconocidas por su habilidad para producir
una variedad de compuestos antimicrobianos que son efectivos contra un amplio rango de
microorganismos patogenos (Fickers, 2012). Los metabolitos secundarios descritos con actividad
antibacteriana y antifingica son los lipopéptidos del tipo biosufactante y existen tres principales familias:
surfactinas, iturinas y fengicinas ( Guzman et al., 2020; Dimki¢ et al., 2017). Los biosurfactantes son
moléculas anfipaticas que pueden disrumpir la membrana de los microorganismos, permitiendo la lisis
celular y su muerte (Guzman et al., 2020). Bacillus spp. tienen el potencial genémico para producir mas
de 2 docenas de antibidticos con un arreglo impresionante de diversas estructuras y se estima que entre
el 4y 5% del genoma de B. subtilis se emplea para la produccién de antibiéticos y parte de estos esta
destinada para la produccion de lipopétidos (biosurfactantes) (Penha et al., 2020).

Las iturinas presentan la mayor efectividad contra un amplio espectro de patégenos fungicos
(Penha et al., 2020). Las iturinas producidas por B. amyloliquefaciens PGPBacCA1 fueron capaces de inhibir
la germinacion de las clamidosporas y esclerocios de Aspergillus spp., Penicillinm spp., Fusarium spp.,
Sclerotinia spp., y Rhizopus spp., patégenos comunes presentes en semilla de Phaseolus vulgaris (Torres et al.,
2017). Las surfactinas producidas por B. subtilis fueron capaces de reducir la severidad de la enfermedad
del patégeno Zuymoseptoria tritici mediante aplicaciones foliares (Mejri et al., 2018). B. pumilus W-7 presentd
un efecto sinérgico en el control e inducciéon de sistema de defensa de la planta con la produccion de
surfactinas y fengicinas contra el patégeno de papa Phytophthora infestans (Y. Wang et al., 2020). Las
surfactinas de B. swbtilis en combinacion de otros lipopétidos, inhibieron un 60.9% el crecimiento de
Gaeumannomyces graminis var. tritici y en estudios de invernadero redujo la incidencia de la enfermedad en
un 56.5% (Yang et al., 2018). Las fengicinas producidas por B. su#btilis mostraron una reduccion de la
enfermedad causada por Fusarium graminearnm en ensayos de laboratorio y campo en plantas de maiz

(Chan et al., 2009). El uso de bacterias con capacidad de producir lipopéptidos con actividad antifungica
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presenta un enfoque sostenible para el medio ambiente en el manejo de enfermedades fungicas en los
cultivos. Al aprovechar la capacidad de estos microorganismos se puede mitigar el uso de fungicidas

quimicos y promover la salud y productividad de los cultivos.

e Enzimas liticas

Debido a la gran diversidad metabdlica que poseen las bacterias del género Bacillus, pueden
producir ademas de los lipopéptidos antifingicos, enzimas liticas. Estas actian en la degradacion de
componentes de la célula fungica como lo son la quitina, proteinas y B-glucanos; y esta actividad esta
dada por la produccién de quitinasas, proteasas y 3-glucanasas (Saxena et al., 2020).

Algunos bacilos tienen la capacidad de producir estas enzimas, entre ellos, B. subtilis, B. thuringiensis,
B. licheniformis, B. safensis, B. pumilus, B. velezensis and B. cerens (Berini et al., 2018; Huang et al., 2017). La
accion de estas enzimas es principalmente la afectacion de la pared celular de los patdgenos, esta
reportado la accidon conjunta de enzimas proteasas, quitinasas y glucanasas pueden ser las responsables
de la degradacién de hifas, como es el caso de B. furigiensis contra Sclerotinia minor (Shrestha et al., 2015).
B. velezensis se reportd como el responsable de afectar el desarrollo del patdgeno Coletotrichinm gloeosporioides
mediante la produccion de proteasas y glucanasas (Huang et al., 2017). En los dltimos afios, el género
Bacillus se ha revelado como una fuente prometedora de enzimas liticas y compuestos antimicrobianos

con un importante potencial de aplicaciéon en entornos agricolas.

e Compuestos volatiles

En los dltimos afos, los compuestos organicos volatiles producidos por los Bacillus han recibido
especial atencion (Chen et al., 2020). Estos son compuestos de bajo peso molecular que constan de hasta
20 atomos de carbono con una fraccion lipofilica, alta presion de vapor y bajo punto de ebullicién (Saxena
et al., 2020). Esta reportado que varias especies de este género los producen, entre ellos B. pumilus and B.
thuringiensis, B. velezensis B. amyloliquefaciens y B. subtilis (W et al., 2019; Gao et al., 2018; Tahir et al., 2017;
Zheng et al., 2013).

El perfil de algunos compuestos volatiles producidos por Bacillus spp. son pertenecientes a
cetonas, alcoholes, aldehidos, pirazinas, acidos, ésteres, piridinas y benceno (Li etal., 2015). Estos
compuestos presentan actividad antifungica como lo son las piranzinas, 4-cloro-3 metil, fenol-2-4-bis y
bezotiazol producidos por B. velezensis contra Alternaria solani y Botrytis cinerea (Gao et al., 2018).
Compuesto volatiles de B. velegensis FZBA2 y B. atrophaeus mostraron un efecto inhibitorio contra R.
solanacearnm (Li et al., 2015).

B. subtilis CF-3 capaz de producir 2,4-ditert-butiltiofenol y el benzotiazol, mostré un fuerte efecto
inhibidor contra Monilinia fructicola y C. gloeosporioides debido a estos compuestos (Gao et al.,, 2018).
Massawe et al. (2018) reportan que tres especies de Bacillus producen compuestos volatiles con efecto
inhibitorio contra S. sclerotiorum. Estos compuestos volatiles desempefian papeles cruciales en las

interacciones ecolégicas y las aplicaciones biotecnolégicas de las especies de Bacillus.
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¢ Induccion del Sistema de Defensa de las Plantas

Las plantas son organismos sésiles, y por ende se encuentran constantemente expuestas a diversas
fuentes de estrés bidtico y abidtico afectando su desarrollo y productividad. Para contrarrestar estos
efectos negativos las plantas han evolucionado de tal forma que adaptaron mecanismos de defensa, entre
ellos esta la induccién de resistencia sistémica, un sistema en el cual las especies de Bacil/us pueden inducir
y preparar a la planta para defenderse contra una amplia variedad de organismos fitopatdgenos
(Radhakrishnan et al., 2017).

Existen dos sistema de repuesta a patbgenos en plantas, la resistencia sistémica adquirida (SAR),
la cual se activa mediante la interaccion de la planta con algin patégeno o plaga en una infeccién
localizada, y la resistencia sistémica inducida (ISR), mediada por la induccién debido a agentes externos
antes de la infeccion (Li et al., 2017; Miljakovic et al., 2020). Por lo general la ISR es desencadenada por
los compuestos que producen los microorganismos que activan vias de sefializacién dependientes del
jasmonato (JA) y etileno (ET) (Choudhary & Johri, 2009). Y la SAR esta mediada por la via de respuesta
dependiente de 4acido salicilico (SA), SAR también puede activar genes relacionados con defensa
asociados con la produccion de proteinas de patogénesis (PR) mientras que ISR se caracteriza por no
activar este tipo de genes (Niu et al., 2010).

Varias especies de Bacil/us han sido reportadas como inductoras de resistencia en plantas
otorgando proteccion contra diversidad enfermedades, entre ellos se encuentran B. amyloliguefaciens, B.
cereus, B. subtilis, B. simplex 'y B. megaterium (Miljakovi¢ et al., 2020). B. amyloliguefaciens indujo resistencia
dependiente de la via de SA en plantas de tomate, redujo la incidencia del virus de la marchitez del tomate
y provoco un retardo en la acumulacion del Virus Y de la papa (Beris et al., 2018). B. simplex, provocod
una activacion temprana del sistema de defensa en plantas de tabaco incrementado la produccion de
especies reactivas de oxigeno y deposicion de callosa mediante las vias de sefializacion de JA, ET y SA
(Miao et al., 2018). B. cereus provoco una reduccion de la incidencia de la enfermedad causada por B. cinerea
a través de la activacion de ISR (Niu et al., 2016). B. cereus logrd inducir la producciéon de fenilalanina
amoniaco liasa, polifenol oxidasa activando ISR en arboles de nisperos contra el patégeno Colletotrichum
acutatum (Wang et al., 2014). B. subtilis promovié ISR en plantas de arroz infectadas con Rizoctonia solani
actiando casadas de senalizacion relacionadas con el JA, ET, acido abscisico (ABA) y senalizacion
mediante la produccién de auxinas (Spaepen et al., 2007).

Las especies de Baci//us han surgido como una prometedora estrategia para mejorar la resistencia
de las plantas frente a una amplia gama de patégenos, siendo la inducciéon de resistencia sistémica un
mecanismo de accién importante. Estos microorganismos tienen la capacidad de colonizar los tejidos
vegetales, producir compuestos antimicrobianos y desencadenar respuestas de defensa, lo que los

convierte en una valiosa herramienta para la agricultura sostenible y la produccién de alimentos.
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e Control Biolégico de Plagas

Durante los dltimos afos, el control biolégico ha estado enfocado en la accién de controlar o
manejar una especie de plaga, por lo general un insecto que afecta a un cultivo. Las plagas de insectos
son uno de los retos mas importantes que enfrentan las plantas y con ellos los agricultores pueden llegar
a perder cantidad importante de su produccion agricola (Dame et al., 2021).

En este sentido, ampliamente las cepas de B. thurigiensis (Bt) son las mas utilizadas para el control
de insectos y plagas, debido a la versatilidad de las toxinas que poseen con un amplio espectro insecticida
(Alfonzo et al., 2012). A la fecha se tienen reportadas las proteinas Cry, Vip y Sip de Bt. Las proteinas
Cry tienen la capacidad de acumularse en la célula de Bt durante la fase de esporulacién mientras que otro
tipo de proteinas reportadas como Vip y Sip se producen y se secretan durante la fase vegetativa del
crecimiento de Bt (Dominguez-Arrizabalaga et al., 2020).

Las proteinas Cry y Cyt tienen la capacidad de cristalizarse y ser toxicas contra un numero cada
vez mayor de especies de insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera y
Hemiptera, acaros y nematodos mientras que las proteinas Vip y Sip también presentan efectos
insecticidas contra los 6rdenes Coleoptera, Hemiptera y Lepidoptera (Dominguez-Arrizabalaga et al.,
2020; Sampurna & Mrinal, 2011; Jucovic et al., 2008).

Otro uso importante de estas proteinas es la integracién a cultivos de interés mediante
recombinaciéon genética, obteniendo cultivo genéticamente modificados que pueden producir las
endotoxinas de Bt adquiriendo resistencia a insectos. Varios cultivos, como la papa, el maiz y el algodon,
han sido modificados genéticamente para adquirir resistencia contra insectos. Monsanto Co. logrd
desarrollar una planta de algodon llamado BollGard insertando el Cry2Ab, con esto logré que plagas
como el gusano de la capsula del algodon, el gusano de la capsula del tabaco y el gusano rosado no
afectaran a este cultivo (Roh et al,, 2007; Saxena et al., 2020). La ventaja en el uso de esta estrategia
comparado con los pesticidas tradicionales, las proteinas de Bt son muy selectivas ya que solo afectan a
plagas especificas sin afectar a otros insectos como los polinizadores (Singh et al., 2019).

El uso de Bt en cultivos de interés ha demostrado un éxito destacable en la agricultura sostenible.
Los insecticidas basados en Bt son amigables con el medio ambiente y una alternativa viable a los
pesticidas quimicos sintéticos. Ademas de la naturaleza selectiva de las proteinas Bt, la capacidad
promotora de crecimiento vegetal y la adecuada gestion del manejo integrado de plagas es crucial para el

exitoso incremento de la seguridad alimentara mundial.

CONCLUSIONES

Las especies del género Baci/lus se han mostrado ser importantes aliados en la agricultura, con
ejemplos exitosos en todo el mundo y un futuro prometedor por delante. A medida que se sigue

investigando y desarrollando nuevas aplicaciones, estos microorganismos tienen el potencial de continuar

| 103 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

transformando la manera en que se cultivan los alimentos, fomentando sistemas agricolas mas
productivos, sostenibles y resilientes. Esto se debe en gran medida a su diversidad genética y metabdlica,
ya que estan adaptados a una amplia variedad de condiciones ambientales. Esto los hace candidatos
excelentes para un sinnimero de aplicaciones que se relacionan con el control bioldgico siendo
candidatos para el desarrollo de productos comerciales. Actualmente existen diversos productos basados
en los metabolitos producidos por estas especies o conteniendo endosporas de estas. Las especies del

género Bacillus presentan un potencial para numerosas aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura.
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RESUMEN

Algunas especies del género Trichoderma son reconocidas como excelentes bioinsumos, presentan
una amplia gama de posibilidades agroecolégicas e industriales, su rapida velocidad de crecimiento
eficientiza su capacidad en el control biolégico. LLos mecanismos de accion de Trichoderma le confieren
capacidad micoparasitaria y adelfoparasitaria, lo cual esta asociado a la producciéon de metabolitos
secundarios y enzimas liticas. Otra de las caracteristicas de interés de Trichoderma es su produccion de
enzimas celulasas, las cuales son utilizadas para degradar lodo papelero y restos vegetales. Trichoderma es
bioestimulante y bioremediador, lo que le otorga una posicion preponderante en la busqueda de
alternativas viables en el bienestar de cultivos de interés comercial; muchos de los cuales se ven asolados
por fitopatdgenos, que han desarrollado resistencia a los agrotoxicos.

Ampliar el conocimiento acerca de hongos cosmopolitas y versatiles como Trichoderma spp. es
contribuir a vislumbrar alternativas que contribuyan a una produccioén alimentaria con un disefio de
agricultura sustentable, la cual es ampliamente promovida a nivel internacional por sus ventajas a la salud
ambiental y humana. Esta investigacion tuvo como objetivo ampliar el estado del arte sobre el
conocimiento de T7richoderma hongo endoéfito que es buen competidor en suelo, promotor de crecimiento
vegetal e indicador de resistencia y del que aun hay aspectos de interés a nivel biolégico, ecolégico y

biotecnolégico.
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INTRODUCCION

La frecuencia e intensidad de pérdidas agricolas causadas por enfermedades, plagas y desastres
naturales, aumento en el afio 2021, represento una pérdida econémica significativa de 19, 300 millones
de dolares estadounidenses. Segun datos de 22 paises, el porcentaje de alimentos que se pierden tras la
cosecha en la agricultura industrializada durante las etapas de transporte, almacenamiento, venta en
mercados internacionales y elaboracién industrializada de productos, en el afio 2021 fue de 13,2 % a nivel
mundial, frente al 13 % del afio 2016 (FAO, 2023).

Ademas de lo anterior se vislumbra el panorama de sequia a nivel mundial. En México en la
primera quincena de marzo del afio 2024, el porcentaje de cobertura con sequia moderada a excepcional
a nivel nacional fue de 58.17%, aumentando un 1.53% a lo registrado a finales de febrero del mismo afio
(CONAGUA, 2023); Lo que sumado a la afectacion del 20 y 30% de la produccién agricola anual, la cual,
en muchos casos es afectada por enfermedades causadas por hongos, bacterias, nematodos, virus y plagas
de insectos que han desarrollado resistencia al uso indiscriminado de plaguicidas (Dieleman, 2016); los
cuales se_movilizan y transfieren a través del aire, suelo y agua hacia diversos ecosistemas terrestres y
acuaticos como rfos, lagos y zonas costeras (Arrona-Rivera et al., 2016). Diversos agrotéxicos se han
usado indiscriminadamente a nivel internacional, registrandose mas de 6,400 ingredientes activos en su
elaboracion, los cuales al combinarse con compuestos “inertes” resultan en mas de 100,000 productos
comerciales, los cuales son aplicados en los campos de cultivo, en muchos casos sin contar con el
conocimiento técnico de los efectos nocivos de su aplicacion (Garcia-Hernandez, 2018). Los
agroquimicos causan residualidad, toxicidad, estrés oxidativo y neurotoxicidad (Gongalves et al., 2020),
Su uso excesivo ha causado una presion en la seleccion impuesta a diversos géneros de insectos, lo que
ha propiciado la generaciéon de genotipos resistentes (Tabashnik et al,, 2008). Ademas de causar
alteraciones fisioldgicas y trastornos en el comportamiento de los organismos (Eaton y Gilbert, 2013).
Afectan negativamente las funciones microbianas del suelo y sus procesos bioquimicos (Jamil, 2021), lo
que repercute en la producciéon y suministro de alimentos a nivel internacional, ademas de pérdidas
millonarias (Rolleri, 2021). Dicho panorama pone en riesgo la seguridad alimentaria en un contexto
internacional, resulta inminente transitar hacia una agricultura consciente que contribuya a la
sustentabilidad y sea capaz de abordar enfoques ecolégicos congruentes con el panorama actual que
enfrenta la biodiversidad, incluyendo a la especie humana (Villalobos-Loépez et al., 2022).

La agricultura protegida pone énfasis en el uso de bioinsumos y micro-organismos
biocontroladores como T7ichoderma spp., habitante predominante en la micoflora de suelos nativos y
agricolas de diversas zonas climaticas del mundo (Benitez et al., 2004).

Las especies de T7richoderma juegan un rol especial en la salud de los ecosistemas (Contreras-

Cornejo, 2011), presentan una amplia adaptabilidad, habitan en la rizosfera de diversos ecosistemas e
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interactia con otras especies, presentan endofitismo, micoparasitismo, e incluso adelfoparasitismo, por
lo que resultan de interés agroecolégico, biotecnoldgico y agroindustrial (Zin & Badaluddin, 2020).

Se ha documentado su resistencia a estrés oxidativo y su importante producciéon de compuestos
bioactivos, enzimas hidroliticas, elicitores y compuestos volatiles, lo que les confiere ser una alternativa
al uso de pesticidas (Aslenis-Melo et al,, 2015). Trichoderma spp. ha demostrado ser un buen
biocontrolador de especies patdégenas como: bacterias, hongos y nematodos. Trichoderma spp. es promotor
de mecanismos activadores del sistema de defensa de las plantas, lo que contribuye al control biolégico
indirecto (Villalobos-Lobos et al., 2022). Se ha observado la capacidad de Trichoderma spp. para solubilizar
nutrimentos como el fosforo e induccién de la produccion de reguladores de crecimiento vegetal, por lo
que se le considera un excelente bioestimulante (Macheleidt et al., 2016). Ademas, este hongo induce en
las plantas tolerancia ante diversos tipos de estrés bidtico y abidtico e incluso la remediacién de diversos
toxicos organicos e inorganicos (metales pesados) presentes en el suelo (Babu, 2014).

Innovaciones agricolas como lo es el uso de hongos antagonistas como Trichoderma harziannm,
contribuyen al uso sustentable de los recursos naturales, la proteccion de la biodiversidad y el aumento
de la resistencia de plantas al cambio climatico, lo que contribuye al desarrollo de la agricultura sostenible,

pues protege a los cultivos del ataque de patégenos y promueve su crecimiento (Di Lelio, 2021).

Importancia de Trichoderma en la agricultura sustentable y protegida

Actualmente se estudia la viabilidad de productos elaborados a base de microorganismos que
disminuyan de forma efectiva, enfermedades en campo e invernadero (Salazar, 2011). Trichoderma es
eficiente antagonistas fitopatégenos, muy usado en la agricultura moderna, las formulaciones obtenidas
mediante técnicas biotecnoldgicas han promovido el interés en la investigaciéon y el desarrollo de la
agricultura sostenible (Companioni-Gonzalez, 2019). La cual pone en marcha estrategias y tecnologfas
que contribuyan al resguardo de la seguridad alimentaria mundial (Pravalie, 2021). La tecnificacién
agricola aplicada a los cultivos que busca un uso eficiente de recursos y promueve la sustentabilidad, es
la mejor opcién para mantener un control eficiente de los efectos que se manifiestan por los factores
bidticos y abidticos, lo que se traduce en un aumento de la productividad, sobre todo en cultivos de
hortalizas. Otra de las ventajas que tiene el uso de biocontroladores, es que hay mayor eficiencia en el uso
de agua, mayor control de la produccion y de la calidad de los productos, lo que se traduce en ganancias
economicas (Liang, 2020).

El estudio de la diversidad de especies de T7ichoderma en diversos habitats naturales, permite
ampliar el conocimiento sobre su aporte biotecnologico, y su importancia ecoldgica y agricola (Jaklitsch

& Voglmayr, 2015; Torres-De la Cruz et al., 2015).
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Aspectos generales de Trichoderma

La mayoria de las especies de T7ichoderma se desarrollan rapidamente y emiten grandes cantidades
de pequenos conidios. Alinicio de su crecimiento el color que predomina es blanco, debido al crecimiento
del micelio, a partir de su proceso de maduracion su coloracién varia de amarillo a verde por la formacion
de células conididgenas enteroblasticas fialidicas. En determinadas condiciones de estrés, ya sea, luminico,
nutricional o por desecacion, el micelio se diferencia en unas estructuras asexuales de resistencia
denominadas clamidosporas que presentan forma globosa con pared rugosa y mas gruesa que la de los
conidios, y tienen gran importancia en la supervivencia del hongo, ya que son resistentes a condiciones
desfavorables (Al-Any, 2018). Trichoderma spp. presenta alta actividad saprotrofica, el crecimiento apical
puede alcanzar velocidades supetiores a 1 pm/s (Vuppala et al., 2015). Ademas, presenta un rapido
crecimiento del micelio y abundante capacidad de esporulacion, y la mayoria de sus especies son tolerantes
a un rango de temperatura de 25 a 31 °C y un pH de 4 a 8 (Benitez et al., 2004), dichos parametros pueden
variar de acuerdo a los diversos aislamientos y especies. Este hongo, crece en una amplia gama de
sustratos, demostrando su amplia capacidad de adaptabilidad a diferentes ecosistemas y condiciones
(Elkhateeb, 2021). Coloniza una amplia gama de nichos, incluidas plantas vivas y muertas, suelo,
sedimento, materia organica, tejido animal, entre otros (Wang & Zhuang, 2020; Nuangmek et al., 2021),
Se han detectado especies de Trichoderma en ambientes marinos (Kim et al., 2020), su éxito adaptativo en
diversas interacciones heterétrofas, incluyen la descomposicion, el parasitismo e incluso el endofitismo
oportunista (Karthikeyan et al., 2008).

Entre las 377 especies de Trichoderma que han sido identificadas, se han encontrado un aproximado
de 20 a 30 especies en suelos como saprofitos oportunistas ecologicos, asociados a la rizosfera, avirulentos
para las plantas y que pueden ser utiles en la agricultura (Zamioudis & Pieterse, 2012). Trichoderma spp,
puede ser utilizado en agricultura convencional, no obstante, se debe considerar que la variacién de los
factores bidticos y abidticos pueden repercutir en la biologia del organismo lo que presenta el riesgo de
afectar su viabilidad y eficacia (Trushina et al., 2013). Trichoderma, es fotosensible (Domsch et al., 1980),
presenta un mejor desarrollo en condiciones de luz dia o UV tipo A 366 nm (Fonseca, 1998). La
exposicion permanente a la luz, genera una distribucién constante y uniforme de conidios en el medio,
mientras que la oscuridad, si bien no afecta de manera negativa el crecimiento de este hongo, no estimula
el proceso de producciéon de conidios y por el contrario lo inhibe (Betina, 1995). Las respuestas
fisiolégicas tempranas inducidas por la luz dan lugar a eventos moleculares demostrado un incremento
en los niveles de Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular, la activacién de la enzima ciclasa, la
fosforilacién de proteinas, cambios en el potencial de membrana, variaciones en los niveles de ATP y la
transcripcion diferencial de genes (Berrocal-Tito et al., 2000). La respuesta al estimulo luminoso en T.
atroviride esta regulada por las proteinas BLR-1 y BLR-2 (Blue Light Regulator), ortélogas a las proteinas
WC-1 y WC-2 (White Collar) descritas en Newrospora crassa (Casas-Flores et al., 2004; Castellanos et al.,
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2010). Por la homologfa que presenta la proteina BLR-1 con WC-1 de . ¢rassa, se ha propuesto que ésta
actia como fotorreceptor, pero se requiere de ambas proteinas para conformar el sistema activo de
fotorecepcion. En Trichoderma el complejo BLR-1/BLR-2 (BLRC) interactia con el ADN a través de los
dominios de dedo de zinc tipo GATA que contienen; regulando asi la expresion génica (Casas-Flores et
al., 2004). Las cepas de T. atroviride, nulas en los genes codificantes de las proteinas BLR-1 y BLR-2 (Ab/-
1 y Abir-2) pierden la capacidad de fotoconidiar, su desarrollo colonial se caracteriza por un micelio
hialino sin conidios. Asi, estas mutantes son consideradas "ciegas" al estimulo luminoso (Casas-Flores et
al., 2004). El estrés nutricional también induce la formacién de conidios en T. atroviride (Casas-Flores et
al., 2006). La capacidad de solubilizar y utilizar al i6n fosfato ha sido estudiada en varias especies del
género Trichoderma y representa una ventaja de adaptacion ambiental para el género (Rawat et al., 2011).
Sin embargo, poco se sabe sobre el efecto que tiene este i6n sobre la produccion de conidios o de las
rutas de transduccion asociadas a la regulacion del fenémeno de captacion de fosfato inorganico (Pi) en

la asociacién simbidtica con Trichoderma.

Figura 2. Crecimiento de T7ichoderma hargianum en una semilla de Solanum lycopersicum

La taxonomia e identificacion de especies de Trichoderma es un tema complejo, por lo abundante
de la homoplasia en los caracteres fenéticos, dado que el nimero de especies morfolégicamente distintas

es significativamente menor que el nimero de especies filogenéticamente distintas, reconocidas mediante
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métodos de analisis de secuencias de genes (Druzhinina et al., 2006). Los métodos de identificacion
morfolégica de especies de Trichoderma se han reforzados con técnicas moleculares, como la identificacion
de las regiones I'TS1 e I'TS2 separadas por el gen 5.8S del rRNA ribosomal (ITS, Internal Transcribed
Spacer). El resultado es la reclasificacion de cepas de este hongo (White et al., 1990; Kullnig et al., 2001;
Druzhinina et al., 2006). Varias especies de T7ichoderma han demostrado su validez como agente de
biocontrol Trichoderma ha demostrado su eficiencia como agentes de biocontrol frente a un amplio rango
de hongos fitopatégenos, lo que le confiere posicionarse como una alternativa viable al uso de
agroqumicos. Los elementos traza requeridos para el crecimiento de los hongos en general incluyen hierro
zinc, cobre molibdeno y manganeso en concentraciones muy pequefias cercanas a 10” M. Dentro de las
vitaminas necesarias para su desarrollo se encuentran tiamina (B6), piridoxina (B0), acido nicotinico (B3),
acido pantoténico (B5), ribolavina (B2), cianocobalina (B12) y acido aminobenzoico (Agamez et al., 2008)
Trichoderma reesei, secreta una amplia gama de enzimas que se necesitan en la descomposicion de celulosa
a azdcares solubles mas pequefios (Zhang et al., 2012). La amplia biodiversidad del género Trichoderma
refleja su basta gama de enzimas involucradas en el proceso de micoparasitismo y de su modo de acciéon
sinérgico en lo concerniente a la degradacion de la pared celular de hongos fitopatégenos (Zamioudis &

Pieterse, 2012).

Cepas de Trichoderma spp.

El Tecnolégico Nacional de México campus Roque resguarda cepas de Trichoderma hargianum
THITROO1, registrada en el banco de referencia NCBI con nimero MH282575, las cuales fueron
mutadas a través del método Metano sulfonato de etilo (MSE), en los laboratorios de posgrado del
TecNMRoque (Cafada-Coyote et al, 2021). Se han realizado re-asislamientos de cuatro cepas de

Trichoderma spp. las cuales han presentado ser agentes de bio-control y de bio-estimulacion.

Trichoderma harzianum

Figura 1. Crecimiento de las cepas nativa THITRO1 y las Mutantes 14, 21 y 24 en medio Agar Papa
Dextrosa (PDA)
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Las cepas de Trichoderma spp. presentan hifas hialinas, septadas, conidi6foros hialinos ramificados
no verticilados, fidlides individuales o en grupo, y conidios libres de una célula nacidos en pequefios
grupos terminales (Torres-De la Cruz et al, 2015). Cabe sefalar que, aunque la certeza de las
investigaciones genéticas es de gran apoyo para la identificacion taxonémica de estos hongos saprofitos
(Garcia-Nufiez et al., 2007) la caracterizacién morfologica continda siendo una importante herramienta

para diversos estudios.

Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Las caracteristicas antagénicas que presentan las especies de T7ichoderma spp, se basan en sus
mecanismos de accién, dentro de los que resaltan la competencia por nutrientes o espacio, el
micoparasitismo y la antibiosis, estos tres mecanismos no son excluyentes, sino que actdan sinérgicamente
en el control de los patégenos (Harman, 2000). T7ichoderma coloniza la rizosfera de las plantas, consume
exudados que son segregados en ese microecosistema. L.a competencia por nutrientes puede ser por
nitrégeno, carbohidratos no estructurales y microelementos (Borges Chagas et al., 2017). La actividad
antifungica de Trichoderma se conoce con el termino de micoparasitismo o micotrofismo los cuales implica
el crecimiento tréfico del agente de biocontrol hacia el hongo objetivo, el reconocimiento del patégeno
mediado por una lectina y la adherencia de las hifas en torno al patégeno mediante la formacion de
estructuras parecidas a ganchos u apresorios, en los que se llevan a cabo mecanismos enzimaticos que
penetran y disuelven la pared celular, la vacuolizaciéon y desintegracion del citoplasma dando lugar a la
lisis celular de los hongos fitopatégenos (Zin, 2020).

Durante la antibiosis actian enzimas hidroliticas como: proteasas, quitinasa y § -1-3 glucanasa
causando la desintegracion de la pared celular en las hifas del patégeno, para luego ser parasitadas por
Trichoderma, (Harman, 2000). Asi también se ha estudiado la secrecién de la enzima exo-a-1,3 glucana y
endo-p-1,6 glucanasa por el hongo T. hargianum; estas enzimas muestran actividad litica y antifingica
contra fitopatégeno, degradan las hifas y desorganizan las estrategias de ataque que los patégenos
despliegan contra plantas, produciendo un efecto adverso en la diferenciaciéon y desarrollo de los
fitopatogenos (Guigon-Lopez & Gonzalez-Gonzalez, 2003; Michel-Aceves et al., 2008).

Algunas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, con
actividad antimicrobiana y defensa vegetal, destacando diterpenos tetraciclicos (por ejemplo,
harziandiona), sesquiterpenos (por ejemplo, tricotecenos, tricodermin, y harzianum A), y el triterpeno
viridina (Zeilinger et al., 2016), algunos inhiben el desarrollo de microorganismos patégenos e incluso
nematodos. Se ha descrito que Trichoderma spp. produce numerosos antibioticos como gliotoxina, viridina
trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina y trichotecenos (Vargas et al., 2014, Zeilinger et al.,

2016).
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También producen enzimas de interés industrial, como celulasas, xilanasas y lacasas, las cuales
pueden ser utilizadas para la degradacion de materiales lignocelulésicos, como la paja, el bagazo o el papel,
y para el tratamiento de efluentes contaminados con compuestos fendlicos o colorantes (Hernandez-
Melchor 2019). Se ha purificado, caracterizado y clonado una proteina extracelular de Trichoderma
asperellum, con actividad x-1,3-glucanasa, que es distinta a otras glucanasas descritas, que se induce
especificamente en condiciones de micoparasitismo y de la que se derivan importantes aplicaciones
industriales y agricolas (Abbasi et al., 20106). Trichoderma spp, contribuye a solubilizar y absorber elementos
nutritivos para la planta como: P, Fe, Mn, Cu, Ca, Zn y N (Vinale et al., 2013), otras especies de este
hongo producen acidos organicos (glucénico, fumarico, y citrico) que pueden disminuir el pH del suelo
y propiciar la solubilizacién de fosfatos, magnesio, hierro y manganeso, los cuales son vitales para el
metabolismo vegetal (Sharma et al., 2017).

Dentro de las especies de Trichoderma mas importantes como agentes de biocontrol hacia
fitopatogenos se encuentran: 1. reesez, T. koningii, T. asperellum, T. viride, T. hargianum, T. aureoviride, entre
otros (Brito et al., 2020; Alfiky & Weisskopf, 2021). Produce fitohormonas que promueven crecimiento
en plantas, (auxinas y giberilinas) promueven la remediacion de diversos téxicos organicos e inorganicos
del suelo como metales pesados (Nykiel-Szymanska et al., 2018). En cepas de Tricoderma virens se han
encontrado substancias como viridiol, antibiotico esteroide inhibidor de la PI3-cinasa (fosfoinositol 3-
cinasas) que presenta propiedades antifingicas y fitotoxicas (Jaklisch et al., 20006), se ha reportado que T.
atroviride, promueve el crecimiento de plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) (Graven et al., 2007).

Existe una evidente influencia de la temperatura en I. afroharziarum y T. atroviride para promover
propiedades que coadyuvan a mejorar las barreras contra los insectos en plantas (Di Lelio, 2021). La
aplicacion de esporas de T. hargianum en frutos de algunas plantas, disminuye la severidad de
enfermedades de forma significativa, se ha encontrado que a mayor concentraciéon de esporas los efectos
son mayores (ElKatatny et al., 2021). Trichoderma spp. ha sido usada como tratamiento en la semilla, raiz
y suelo para reducir la severidad de enfermedades. LLos avances en investigaciones sobre mutacién
genética han reportado que las mutantes obtenidas de T7ichoderma, demuestran una pronunciada actividad
de biocontrol contra fitopatégenos transmitidos por el suelo (Abassi, 2016). Varios estudios han
demostrado que inoéculos simples, pueden ser efectivos agentes de control biolégico (ACB),
investigaciones recientes muestran que el uso de asociaciones de dos o mas microorganismos puede
producir efectos aditivos o sinérgicos (Azeem et al., 2021). Dicho comportamiento se ha observado
especialmente en microorganismos aplicados en la rizosfera, cuyos efectos benéficos sobre las plantas se
pueden explicar por una mejora en la disponibilidad de nutrientes, la modulaciéon por fitohormonas, el
biocontrol o la tolerancia a estrés bidtico y abidtico. Aglutinacion de especies de Trichoderma y
rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas (PGPR por sus siglas en Ingles) y de hongos
micorricicos con PGPR han demostrado ser eficaces en el control de enfermedades en las plantas

(Santoyo et al., 2021).
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Tabla 1. Mecanismos de solubilizacion reportados por diferentes autores para T7ichoderma en fuentes de

P empleada
Especie Fuente de fosforo Mecanismo de solubilizacién
T. reesei (Bader, 2020) FePO, Produccién de acidos organicos,
AIPO, producciéon de enzimas fosfatasicas
accion de quitina y otros metabolitos
Caa(PO4)3(OH)
T. pinnatum (Chagas, 2016) FePOy, Produccién de acidos organicos,
AIPO, producciéon de enzimas fosfatasicas,
secreciéon de metabolitos quelantes,
Cas(PO4)3(OH) produccion de sideréforos.
T. asperellum (Chagas 2010) FePOy, Produccion acidos organicos,
AIPO, producciéon de enzimas fosfatasicas,
transportadores de fosfato,
Cas(PO4)3(OH) interacciones con otros
microorganismos.
T. viride (Chagas 2016) FePOy, Produccion acidos organicos,
AIPO, Produccion de enzimas fosfatisicas,
transportadores de fosfato,
Cas(PO4)3(OH) interacciones simbidticas.
T. harzianum (Bader 2020; | Ca3(POy)2 Produccion acidos organicos,
Chagas 20106) Hirapur RP Producciéon de enzimas fosfatasicas,
transportadores de fosfato,
FePO, interacciones simbioticas.
AIPO,
Cas(PO4)3(OH)
T.  longibrachiatum  (Chagas | FePO, Produccion acidos organicos,
2016) AIPO, Produccion de enzimas fosfatasicas,
transportadores de fosfato,
Cas(PO4)3(OH) interacciones simbioticas.

Varios estudios sugieren que la fotomorfogénesis depende del estado metabdlico de las hifas en
crecimiento, composicion del medio de cultivo y de la especie de Trichoderma empleada (Steyaert ef al.,
2010). El fosfato, como nutriente esencial podria tener un impacto sobre la fotoconidiacion de estas
especies de hongos. Sin embargo, se ha observado que Trichoderma spp., no supera valores de
solubilizacion de P mayores al 20%, la limitacion del i6n fosfato resulta un factor de estrés
desencadenante del programa de conidiacion en T. atroviride. Es posible que el déficit de este i6n se
traduzca en un cambio en el estado redox intracelular como se ha sugerido para otros nutrientes esenciales
(Friedl et al., 2008), la respuesta de este estimulo no parece estar ligada a la actividad de las proteinas
BLR, previamente asociadas con la fotoconidiacion, sin embargo, la via que sefializa el deficit de P podria
interactuar con aquella asociada a la percepcion de luz en algin otro elemento que permita amplificar la

sefial y desencadenar la produccién de conidias en 1. atroviride (Osorio et al., 2013), Trichoderma spp,
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presenta ademas de su capacidad de solubilizacion de P, otras caracteristicas como promotor de
crecimiento como la sintesis de acido indolacético (IAA) (Bader,, 2020).

Trichoderma presenta la capacidad de secretar variedad de acidos organicos, como acido citrico,
acido oxalico y acido malico, dichas substancias tienen la capacidad de quelatar el fésforo insoluble del
suelo, lo que facilita su solubilizacién que es asimilable por plantas. Las enzimas producidas por
Trichoderma como la fosfatasa acida y alcalina, coadyuban en la liberacion del fésforo de los compuestos

organicos e inorganicos del suelo, lo que facilita la liberacién y absorcién por parte de las plantas.

Trichoderma spp. y su interaccion con elicitores

El uso de elicitores, ayuda a consolidar una agricultura mas sostenible y sin efectos adversos a la
salud del consumidor, los elicitores pueden estimular compuestos estructurales que interactian con el
metabolismo propio de las plantas, con la finalidad de producir compuestos que derivaran en rasgos
agronémicos deseados, como: metabolitos secundarios de uso nutracéutico o moléculas sefalizadoras.
Trichoderma harzianum presenta interacciones beneficiosas con las plantas, induce resistencia sistémica a
patdgenos y libera compuestos que promueven el crecimiento de las plantas y el desarrollo de las raices
(Cai et al., 2015).

La colonizacién de plantas por dicho hongo modula hormonas vegetales endogenas y enzimas
antioxidantes, solutos compatibles, fitoalexinas y compuestos fenolicos (Carvalhais et al., 2015). Se ha
documentado que T. hargianum modifica la arquitectura de la rafz, y una mayor produccion de raices
laterales, lo que permite un mejor aprovechamiento de agua y nutrientes, asi como, la activaciéon de vias
de defensa por parte de la planta (Samolski et al., 2012; Halifu et al., 2019). Las plantas tienen la capacidad
de percibir la presencia de microorganismos a través de varias vias que tienen que ver con la interaccion
planta-microrganismo, entre ellas estan las proteinas efectoras, metabolitos secundarios y ARN pequefios
(Ortiz-Castro et al., 2009; Ramirez-Valdespino et al., 2019). En la interaccion planta-T. hargianum, una de
las vias de reconocimiento son las moléculas efectoras producidas por el agente de biocontrol como son
la proteina Sm1 que induce la expresiéon de los genes relacionados con la defensa, la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la biosintesis de compuestos fendlicos (Salas-Marina ez a/., 2015).
Las celulasas Thphl y Thph2 inducen genes relacionados con la defensa de las plantas activando la
producciéon de ROS al ser aplicadas via foliar (Saravanakumar et al., 2016). ThPG1 participa en la
colonizacion de las raices de las plantas por parte de Trichoderma. Uno de los grupos de proteinas mas
extensos con actividad enzimatica producidos por T7ichoderma son las glicosil hidrolasas a las cuales
pertenece la xilanasa (Gutiérrez-Rojas et al.,, 2015). La proteina Eix desencadena la biosintesis de la
proteina ET y la respuesta hipersensible en la planta, activa la hidrofobina HBF2-6 que participa en la

colonizacion de las raices y la inducciéon de las vias acido jasmoénico y acido salicilico, ademas de tener
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una regulacion positiva de los genes relacionados con la sefializacion de auxinas (Ramirez-Valdespino et
al., 2019).

Las proteinas secretadas por T7richoderma juegan un papel crucial en el establecimiento de contacto
con las raices, la penetracion a estas y la activacién de la respuesta de la planta. En la interaccion de
Trichoderma con las raices de plantas, se ha demostrado que la sacarosa presente en los exudados de las
raices es importante en la atraccion del hongo. La unién a las raices esta mediada por proteinas similares
a la hidrofobina y las swolleninas secretadas junto con las enzimas que degradan la pared celular de las
plantas, facilitando la internalizacién de las hifas fungicas (Mendoza-Mendoza et al., 2018).Las sefiales del
hongo patdgeno activan la via de sefializacién en Trichoderma a través de proteinas G heterotriméricas y
proteinas cinasas (MAPK) activando la produccién de enzimas hidroliticas, metabolitos antifungicos y la
formacion de estructuras de infeccién. También se ha encontrado al AMPc como parte de la via de
sefializacion involucrada en el enrollamiento asociado al micoparasitismo y la produccién de quitinasa,
asi como al metabolismo secundario (Zeilinger & Omann, 2007). La defensa de las plantas al ataque tanto
de hongos fitopatégenos como de plagas, esta influenciada por un gran nimero de inductores que le
permite tolerar el estrés tanto bidtico como abidtico. Los reguladores del crecimiento como el acido
salicilico, el acido jasmonico y el metiljasmonato son moléculas muy importantes en el desarrollo de las
plantas y en la inducciéon de defensa de las plantas a diversos tipos de estrés, ademas de inducir la
expresion de enzimas que catalizan la generacion de varios compuestos de defensa como polifenoles,
alcaloides y proteinas (Singh & Gautam, 2013). Una alternativa actualmente en boga para el manejo de
enfermedades de plantas es la induccion de la resistencia sistémica de la planta a través de la aplicacion
de agentes bioticos y abidticos, ya sea, via foliar o la aplicacién en el suelo. Se ha documentado que la
interaccion de agentes de biocontrol con inductores quimicos tiene una mejor respuesta en la proteccion

de las plantas contra patégenos o condiciones desfavorables del medio ambiente (Zehra et al., 2017).

Trichoderma spp. bioinsumo agricola e industrial.

El uso de Trichoderma spp. como inoculante biolégico en semillas y suelo promueven el
crecimiento vegetal, favorecen el aprovechamiento de los nutrientes en asociaciéon con la planta y su
rizosfera (Howell, 2003). Trichoderma spp. ademas de aumentar la biodisponibilidad de nutrientes que
pueden ser asimilados por las plantas como el fosforo (Canada-Coyote, 2021), mediante mecanismos
quelantes y reductore, facilita que los minerales sean asimilados con mayor eficiencia por las plantas
inoculadas con Trichoderma (Alatorre et al., 1999). Coadyuba en la velocidad de los procesos fisiologicos
que influyen sobre la absorciéon de nutrientes, lo que se traduce en un aumento en el rendimiento de los
cultivos (Kumar et al.,, 2010).

Trichoderma reesei, ha sido usada en fermentaciones sélidas para la produccion de celulasas y algunas

otras enzimas hidroliticas de alto valor afiadido en la industria alimentaria, papelera y textil, como es el
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caso de las celulasas, las cuales son de interés debido a su aplicacién en la obtencién de bioetanol
(Centeno-Rumbos, 2015). Algunos antibiéticos y otros metabolitos secundarios generados por
Trichoderma son de interés alimentario (como saborizantes), son buenos productores celulares para la
expresion de proteinas heterdlogas de interés farmacettico e industrial (Naemi et al., 2020).

Debido a su gran diversidad metabolica, Trichoderma es capaz de degradar compuestos altamente
recalcitrantes, como polifenoles o algunos insecticidas (Kartal, 2004). Los metabolitos secundarios no
son esenciales para el establecimiento y crecimiento de Trichoderma; sin embargo, juegan un papel muy
importante en la deteccion, sefializacién y ataque de los microorganismos del entorno (Macheleidt et al.,
2016). Algunas cepas de Trichoderma producen metabolitos volatiles que le permiten controlar a los hongos
fitopatogenos sin estar en contacto directo con ellos, como el acido harzianico, el 6-pentil pirona, los
pentabioles y la viridina entre otros, por lo que estas cepas son consideradas excelentes agentes de
biocontrol (Li et al., 2018; Manganiello et al., 2008). El hongo endéfito produce factores de virulencia,
como exoenzimas y metabolitos fitotoxicos, mientras que la planta produce defensas, tanto mecanicas
como bioquimicas. Las plantas inoculadas con Trwhoderma exhiben un marchitamiento retardado, mayor
conductancia estomatica, mayor contenido de clorofila en las hojas y mayores niveles netos de fotosintesis
en condiciones de estrés por déficit de agua (Bae et al., 2009), a través de un aumento en el crecimiento
de la raiz, mejorando la eficiencia fotosintética, la absorciéon de nutrientes y protegiendo a la planta del
dafio oxidativo y eliminado de manera mas eficiente las especies reactivas de oxigeno (Guler et al., 2016;
Poosapati et al., 2014). Los aislamientos de Trichoderma spp. confieren tolerancia al estrés por sequia
mediante la promocién del crecimiento de raices secundarias que confieren una penetracion mas
profunda de las raices en el perfil del suelo (Contreras-Cornejo et al., 2009; Pandey et al., 2016).

La inoculacion de semillas de arroz con aislados de T. harzianum promueve la tolerancia alivia
los efectos del estrés salino en dichas plantas (Rawat & Tewari, 2011). Se reporta que plantas de calabaza
tratadas con T. harzianum fueron mas tolerantes a la salinidad en comparacion con las plantas control
(Ahmad et al., 2015). Se ha demostrado una mayor tolerancia al estrés climatico en plantas inducida por

Trichoderma (Mastouri et al., 2010; Redman et al., 2011; Ghorbanpoura et al., 2018).

Trichoderma alternativa a los fungicidas quimicos

Desde la revolucion industrial los agroquimicos han sido usados por su efectividad para la
prevencion de parasitos como Fusarium wilt, sin embargo, hay evidencia de resistencia por parte de
especies patégenas que atacan a los cultivos comerciales, LLos agroquimicos afectan negativamente las
funciones microbianas del suelo y sus procesos bioquimicos (Jamil, 2021). La alteracién en la diversidad
y composicion microbiana beneficiosa puede ser desfavorable para los suelos (Meena et al., 2020), lo que
ocasiona la disminucién en el rendimiento de los sistemas de produccién agricola, y el aumento de

enfermedades causadas por patégenos, lo que resulta en merma de los cultivos y pérdidas econémicas
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para los agricultores (Rolleri, 2021). Otros de los factores que afectan a los cultivos son: el alto costo de
insumos, la falta de capacitacion y asistencia técnica, el desplazamiento de especies nativas, la disminucion
de la calidad y el estado fisico- quimico y biético de los suelos, lo que afecta la fertilidad de los mismos
(Brooke, 2018), Los insecticidas quimicos utilizados para el control de plagas y enfermedades en la
produccion agricola han generado resistencia, contaminacién del medio ambiente y dafios a la salud
debido a su produccion y aplicacion (Harman et al., 2004). Especies de Trichoderma son efectivas en el
biocontrol de hongos fitopatdégenos en los cultivos con importancia econémica (Zin, 2020). Trichoderma
se ha usado principalmente para el control de Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre
otros (Mallikharjuna et al., 2016).

Otra propiedad imeportante de Trichoderma es su capacidad de absorber nitrégeno, reduciendo la
contaminaciéon de aguas supetficiales y subterraneas por nitratos, que es una consecuencia adversa del
cultivo del maiz a gran escala, ademas de disminuir los costos de produccion (Zafra et al., 2015; Vazquez
et al., 2015).

El bioinsumo Trichoderma puede ser compatible con clorpirifos, tiabendazol y oxicarboxin, el uso
combinado de agroquimicos y bioinsumos en cultivo como el frijol es factible, siempre y cuando el
momento de aplicacién del dltimo sea acorde a la vida media del quimico y se incremente el contenido
de materia organica del suelo (Aslenis Melo, 2015). A nivel comercial el 60 % de las formulaciones
utilizadas para el control de hongos fitopatégenos se basa en Trichoderma (Verma et al.,, 2007). Estos
hongos soportan condiciones de estrés durante su uso (Leng et al., 2011). Sin embargo, a nivel industrial,
aun se refinan técnicas que mantengan la viabilidad y eficiencia de los conidios lo que se traduzca en una

vida prolongada en anaquel.

Biotecnologia de Ia vida de anaquel de Trichoderma

El manejo de sustratos, asi como de parametros fisicos y quimicos inducen la capacidad de
tolerancia de las esporas de Trichoderma spp. a bajos porcentajes de humedad, lo que aumenta la
concentracion de polioles y carbohidratos del grupo de los disacaridos como: la trehalosa (Gancedo &
Flores, 2004). Dicho compuesto organico es un protector que actia en condiciones de estrés abi6tico
promoviendo en las plantas resistencia al estrés zz vivo (Iturriaga et al., 2009).

La trehalosa es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa que es
sintetizado por bacterias, plantas, insectos y hongos e intervienen en la respuesta al estrés, actuando como
osmoprotector de las proteinas y las membranas celulares durante la desnaturalizaciéon provocada por el
estrés osmotico y temperaturas extremas. Los niveles de trehalosa presentes en la célula dependen de su
etapa de crecimiento y nutricion (Sudrez et al., 2015).

En los hongos, la funcién de la trehalosa es como carbohidrato de reserva, encontrandose en

células, esporas y estructuras de reposo vegetativo donde puede constituir hasta el 15 % del peso seco,
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ademas de ser un metabolito antiestrés (Al Bader et al., 2010). También la trehalosa es una importante
fuente de energfa en el desarrollo de los hongos, ya que se utiliza en los procesos celulares como las
glucolisis, la esporulacion, y la germinacién. En la levadura del pan (Saccharomyces cerevisiae) se encontré
una via de produccién de trehalosa en la que interviene dos enzimas la trehalosa-fosfato-sintasa (TPS)
que produce trehalosa-6-fosfato (T6P) a partir de glucosa-6-fosfato y UDP-glucosa; y la trehalosa-
fosfato-fosfatasa (TPP) que genera trehalosa al desfosforilar a la TGP (Gancedo y Flores, 2004). Esta ruta
es conocida como TPS/TPP, aunque no es la tnica, ya que en bacterias existen cinco vias diferentes para
la obtencién de la trehalosa, entre ellas la via TreY/TreZ donde interviene la malo-oligosil-trehalosa
sintasa y la maltooligosil-trehalosa hidrolasa, pero en hongos solo existe la via TPS/TPP (Avonce et al.,
20006).La enzima citosolica es llamada trehalasa neutra por su pH 6ptimo de 7, mientras que el pH 6ptimo
de la proteina vacuolar es de 4.5, por lo que, fue denominada trehalsa acida (Leng et al.,, 2011). Las
propiedades que muestra la trehalosa la han convertido en un importante producto biotecnolégico, con
multiples aplicaciones por lo que ofrece una nueva estrategia para mejorar la termotolorancia de conidios
a través de herramientas para la transformacién de microorganismos. Actualmente se continua la
investigacion sobre los distintos medios de conservacion de conidios de Trichoderma harzianum y su eficacia

de su uso en diversos sustratos y ambientes.

CONCLUSIONES.

En base a la revision documental se concluye que especies del género Trichoderma presentan
ventajas tanto en su produccion, como en su uso ya que su fisiologia le confiere tener capacidades unicas
que le hacen ser un excelente biocontrolador, bioestimulante y biorremediador, lo cual lo posiciona como
un grupo de hongos filamentosos de uso en la restauracion de suelos y en la produccion de especies

vegetales.
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RESUMEN

La biotecnologia ha transformado la agricultura de muy diversas formas dentro de las que
destacan el cultivo de plantas in vitro, producciéon de plantas transgénicas, determinaciéon de los
semioquimicos involucrados en las interacciones insecto-insecto y planta-insecto, asi como el empleo de
extractos de plantas. Se presentan ejemplos de algunos de los usos de estas herramientas biotecnolégicas

con plagas y enfermedades en cultivos de Aguascalientes.

INTRODUCCION

La biotecnologia ha transformado la agricultura de muy diversas formas; en algunos casos se ha
podido cultivar, incrementar y conservar plantas en laboratorio, que se les ha denominado como cultivo
“in vitro”, en otras ocasiones se ha logrado insertar genes de interés en una planta ain y cuando procedan
de especies alejadas filogenéticamente, a estas se les llama plantas transgénicas u organismos
genéticamente modificados (Valera & Silos, 2010), ejemplos de estas son los maices que tienen insertado
el gen BT de Bacillus thuringiensis para control de lepidépteros o plantas que son resistentes a un
determinado herbicida; se estima una superficie sembrada con transgénicos de 68.4 millones de ha,
preferentemente con cultivos de maiz, algodén, arroz y soya (Huesing & English, 2004). Ahora en la
descripcién de una nueva especie se solicita al descriptor que ademas de la descripciéon morfoldgica se
agregue un estudio molecular donde se muestre la identidad genética y la relacién con otras especies
cercanas.

Con la biotecnologfa se han podido determinar los semioquimicos involucrados en la
comunicacién y relaciones entre organismos, cuando son de la misma especie se les llama feromonas
(sexuales, de marcaje, de agrupacion, etc) y cuando son de diferente especie alomonas, sinomonas y
kairomonas dependiendo de cual sea la especie beneficiada, el emisor o el receptor (Price, 1984). El uso

de metabolitos secundarios para el manejo de plagas cae dentro de la biotecnologia ya que identifica los
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compuestos que estan actuando contra las plagas. En este escrito se mostraran algunos ejemplos de los

principales usos de la biotecnologia en la agricultura.

PRODUCCION DE PLANTAS IN VITRO

Este uso tal vez sea el mas conocido de la biotecnologia, ya que es comun observar que se venden
plantas en frascos pequefios en las ferias de las Universidades, donde se ensefia una materia cercana a la
biologia molecular (Figura 1). Sin embargo, el empleo basico es el rescate de germoplasma nativo que
esta en peligro, por el saqueo de plantas en las areas naturales, como sucede con los cactus, biznagas y
nopales. Aunque existen bancos de germoplasma como el Centro Nacional de Recursos Genéticos
(CNRG- INIFAP) (Rojas, 2021) que albergan gran parte de este germoplasma ya que la forma mas

practica de conservarlos en laboratorio es mediante el cultivo 7 vitro.

) l\grlstema
transferencia a
un medio de
composicion
ema
o diferente
apical 5 — — iy

cultivo de meristema f i6n de 6r planta
madre ‘ormacién de érganos

Figura 1. Esquema de la produccién in vitro de una planta y aspecto de la propagacion in vitro de una
planta en laboratorio.

Se han realizado diversos estudios de micropropagacion del guayabo con base en organogénesis
directa o indirecta a partir de explantes de meristemos y hojas jévenes. Pero no han sido exitosos ya que
muestran altos indices de contaminacion, y oxidacién que han evitado establecer in vitro el guayabo
(Portal et al., 2003).

El primer paso es seleccionar el material que se desea propagar y realizar una desinfeccién en
campo de la planta con insecticidas y fungicidas para obtener material libre de contaminantes

Perales y colaboradores (2016) determinaron que en guayabo el mejor tratamiento para
desinfeccién fue la combinacién de Benomyl 2.0 g I, Carbendazim 2.0 g " y oxicloruro de cobre 1.0 g
L. Mientras que los antioxidantes y desinfectantes fueron PVP 0.5%, cloro 5% y 3 gotas de tween 20.
Para el cultivo inicial se propone MS + PVP 0.75 ¢ L' y carbén activado 2.0 g 1", Para multiplicacién in
vitro, el mejor tratamiento fue: segmento nodal uno en MS + 0.5 mg L' BAP + 0.1 mg L. IBA, con
brotes de 1.48 cm y tres hojas por brote. Las condiciones ambientales del cuarto de incubacién fueron
una temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad y una intensidad luminica de 2000

lux.
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A nivel comercial se producen plantas zz vitro uniformes para sembrar cultivos clonales con las
mismas caracteristicas que el material original; sin embargo, si el material provino de semillas el material
que se obtiene puede disgregar, esto paso con el cultivo zz vitro de la guayaba enana roja cubana en
Zacatecas donde se obtuvieron plantas con las caracteristicas de la enana roja cubana pero también se
produjeron plantas con frutos de pulpa blanca y algunas sin semilla, aunque esto no es deseable en la
propagacion i vitro se realiz6 un mejoramiento genético a partir de este material, se espera que los

materiales segregantes, sean igual de productivos que el material original.

TRANSFORMACION GENETICA

Durante la transformacién genética se introducen genes ajenos a la planta que pueden ser
utilizados para defender a la planta del ataque de plagas, tolerar herbicidas o introducir un virus con fines
de mejoramiento genético entre otros. La transformacion se realiza usando preferentemente a la bacteria
fitopatogena Agrobacterinm que contienen un plasmido denominado Ti (tumor-inducing) o Ri (root-
inducing), segun su capacidad de inducir en el hospedante la formacién de agallas en la zona del cuello o
la corona o la proliferacion de raices en cabellera, respectivamente. La virulencia esta determinada por
diferentes regiones presentes en estos plasmidos; estas incluyen el ADN de transferencia (T-DNA) y los
genes de virulencia (vir) (Gelvin, 2010). Las cepas virulentas de .A. tumefaciens y A. rhizogenes provocan
tumores en las agallas de la corona y "raices peludas”, respectivamente, en tejidos de plantas infectadas y
son el resultado de la expresiéon de informacién genética, los T-DNA del plasmido Ti o Ri, transferidos
de la bacteria a las células del huésped (Chilton et al., 1982; Gheysen et al., 1985; Hooykaas &
Schilperoort, 1984).

El plasmido Ti (inductor de tumores) que contiene A. zumefaciens puede infectar 140 géneros en
mas de 90 familias de plantas, con mayor frecuencia en frutas de hueso, zarzas y plantas ornamentales
(Md et al., 2013). Las bacterias de la agalla de la corona ingresan a la planta a través de heridas (Gelvin,
2000). Poco después de la infeccion, las bacterias inducen a las células de la planta a proliferar formando
sobrecrecimientos nudosos (Gelvin, 2000).

La capacidad de Agrobacterinm para integrar su propio ADN en el genoma del huésped esta
determinada predominantemente por el plasmido grande Ti (inductor de tumores) (Gelvin, 2000).

Actualmente De Lira y colaboradores estan determinando la presencia de germoplasma resistente
a los virus transmitidos por mosquita blanca (huasteco de la vena amarilla PHYVV y mosaico dorado
PepGMYV) en chile mediante la técnica de agroinfiltracion con Agrobacterium con inserto de los virus
citados esta técnica usando la biotecnologia es mas rapida y se puede evaluar una mayor cantidad de

germoplasma de chile que con el método tradicional con cria del insecto.
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SEMIOQUIMICOS

Cualquier quimico involucrado en la interaccién quimica entre organismos se le denomina
semioquimico y de acuerdo al tipo de comunicacién involucrado se les separa como feromonas si
intervienen en la interaccién intraespecifica y como aleloquimicos si es a nivel interespecifico (Price,
1984). Dentro de las feromonas, se les denomina de acuerdo a la funcién que desempefan, las mas
conocidas son las sexuales; sin embargo, existen de marcaje, alarma, y de agregacion entre otras. Mientras
que los aleloquimicos se dividen en allomonas que son preferentemente quimicos defensivos o benéficos
para el emisor, kairomonas que son emitidos por un nivel tréfico pero son utilizados por otro nivel tréfico
superior usualmente para detectar alimentos, en este caso se considera que es beneficioso para el receptor
pero no para el emisor (planta-herbivoro), sinomonas que se utiliza cuando tanto el emisor como el
receptor se benefician (planta-depredador o parasitoide) y apneumonas que son quimicos liberados por
substancias no vivas que son benéficas para el receptor, pero detrimentales a otro organismo en las
sustancia en este término, se ejemplifica el caso de un parasitoide como Dachasmimorpha longicandata que
encuentra a las larvas de mosca de la fruta, por los productos de fermentacion del fruto en
descomposicion (Price, 1984).

Para la extraccion se emplean basicamente dos técnicas 1) la inmersion del tejido (planta o insecto)
en un solvente por un determinado tiempo o bien extraerse mediante un soxhlet, en algunos casos el
tiempo puede ser de minutos o prolongarse por horas o dias, los solventes pueden ser metanol, hexano
o cloruro de metileno ya sea frio o caliente (Malo-Rivera y Rojas, 2012). En el caso de picudo de la
guayaba buscando una feromona de alarma se ahogaron adultos en diferentes combinaciones de agua-
alcohol y después se determinaron los componentes liberados concluyéndose que la mejor combinacion
para obtener volatiles asociados fue 20:80 (Figura 2).

2) la captura de los volatiles en su fase gaseosa, pudiendo ser aireacion dinamica que consiste en
pasar un flujo de aire para arrastrar los volatiles emitidos por el organismo que se encuentra dentro de un
recipiente y existe un material absorbente como Porapak Q, Super Q, Tenax y Carbén activado. Estos
sistemas pueden ser cerrados (Seidelman et al., 2000) o abiertos (Tholl et al.,, 20006) y analisis por
desadsorcion térmica y purga trampa (Drijfhout et al., 2000)

Los compuestos en fase gaseosa pueden ser detectados de manera estatica, ya sea mediante una
jeringa que muestrea los volatiles presentes en el espacio de un frasco cerrado o mediante la
microextraccion en fase solida (MEFS) donde se capturan los volatiles mediante una jeringa de gases
modificada que contiene una fibra de silica cubierta de un polimero que es introducida a través de un
septo en el recipiente que contiene la muestra para capturar los volatiles contenidos en el aire (Figura 3)
y después la fibra se introduce directamente en el inyector de un cromatégrafo de gases (Malo-Rivera y

Rojas, 2012).
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Figura 2. Deteccion de volatiles asociados a Conotrachelus dimidiatus mediante la inmersion de adultos en
combinaciones de agua alcohol a) 20:80, b) 40:60, c) 10:90.

Una vez capturados los volatiles, el siguiente paso es identificar los compuestos presentes en la
muestra, lo anterior se logra mediante un cromatégrafo de gases unido a un espectrometro de masas
(Figura 4). En forma posterior se buscan los compuestos en un banco de datos de productos quimicos
(www.pherobase.com); de los cuales se buscan cudles se han reportado que presentan actividad en la

comunicacién de insectos o como volatiles emitidos por alguna familia de plantas. En forma posterior se
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evalda si presentan o no una respuesta positiva en un olfatbmetro (tunel de aire impregnado con volatiles)
y/0 en un antendgrafo (Figura 5). Los volatiles que muestren efecto a los compuestos son evaluados en
campo en forma individual o en combinacién, considerando que en pequefas dosis funcionan como

atrayentes y en dosis altas tienen el efecto contrario.

Figura 4. Cromatégrafo de gases acoplado a masas para la determinacion de volatiles asociados a
guayabas y adultos de picudo de la guayaba y detalle de la inyeccion de la microfibra de extraccion.

En el caso de picudo de la guayaba Conotrachelus dimidiatus se identificaron compuestos volatiles
asociados a los adultos de Conotrachelus dimidiatus Champ., y del fruto de la guayaba (Psidium guajava 1..) por
medio de cromatografia de gases-espectrometria de masas. Los compuestos de mayor concentracion en
los volatiles asociados a frutos de 2.0 cm de didmetro fueron beta-cariofileno, selineno, alfa-humuleno,
beta-cadineno, naftaleno, y gamma curcumeno. De los volatiles asociados a los insectos machos los mas
importantes fueron 10s, 11 Himachala-3 (12), 4 diene, D-limoneno, cariofileno, y alfa-copaeno. Se
detect6 un volatil no reportado el 2-Oxabicyclo (2,2,2) octan-6-one 1,3,3 trimetil, de estructura similar al
papayanol. Este trabajo incrementa el nimero de compuestos volatiles asociados a los insectos adultos y
al fruto hospedero los cuales pueden permitir disefiar un atrayente mas especifico para la captura de
adultos de C. dinidiatus (Gonzalez et al., 2019).

La hembra de Conotrachelus dimidiatus oviposita en frutos inmaduros de guayaba (Psidium guajava

L.) dejando una marca de sefializaciéon para asegurar el recurso alimenticio de su descendencia y evitar la
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competencia intraespecifica. Aqui se estudiaron los compuestos quimicos volatiles asociados a frutos
ovipositados en campo y en condiciones controladas de laboratorio con dafios de alimentacién y
oviposiciéon a las 6, 24 y 48 horas después de ser aislados con hexano e identificados mediante
cromatograffa de gases acoplada a espectrometria de masas. Los compuestos selineno, B cadineno,
aromadendreno, Alfa copaeno, globulol y Gama-curcumeno presentaron una mayor concentracion en
los cromatogramas de frutos ovipositados por las hembras. Se detectaron también 2 hexenal y al
thujopseno que son componentes reportados como repelentes de otros insectos. Se considera que el
efecto individual o la combinacién de algunos de los compuestos pudieran generar un efecto disuasivo

de oviposicion para las hembras de C. dimidiatus en huertos comerciales de guayaba (Gonzalez et al 2021).

Figura 5. Aspecto del estudio de la respuesta del picudo de la guayaba a volatiles mediante antenografia.
a) colocacion de antenas en receptor, b) ubicaciéon de la antena en el flujo de aire con los volatiles, c)
inyeccion de los volatiles de prueba y d) antenograma en la pantalla de la computadora.

En otro estudio con el empleo de la biotecnologfa se determino la residualidad de los principales
plaguicidas de uso actual y prohibidos utilizados para controlar las plagas en frutos de guayaba en las
principales areas de produccion en Calvillo, Aguascalientes; se realizaron muestreos en tres temporadas
de produccién (temprana, tardia y normal), se utiliz6 la técnica de micro extraccion en fase sélida por
inmersion directa (SPME-DI) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).
El plaguicida detectado en mayor cantidad fue el insecticida piretroide cipermetrina en septiembre
(temporada normal) con concentraciones de 1.59 mg/Kg. El fungicida encontrado en mayor cantidad
fue metalaxil en concentraciones de 0.798 mg/Kg. La concentracion total mas alta de plaguicidas se

detecto en septiembre, asi como también el promedio mas alto de multirresiduos cuando se detectaron 8
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de los 12 plaguicidas analizados. Se detecté la presencia del insecticida organoclorado endosulfan
producto que ya sali6 del mercado. Los plaguicidas detectados con mayor frecuencia fueron los
insecticidas organofosforados: malation y paratién metilico, detectados en las tres temporadas analizadas.
El insecticida malatién fue detectado con una frecuencia del 100% en muestras de las temporadas

temprana y normal.

EXTRACTOS VEGETALES

Todos los organismos vivos producen compuestos que no tienen una funcién conocida en los
procesos basicos de crecimiento y desarrollo, a estos se le denomina metabolitos secundarios (Garcia-
Rodriguez et al., 2012), tan solo de extractos de plantas se han identificado mas de 200 mil compuestos,
debido a la riqueza en compuestos se les consideraba como desechos metabdlicos o productos de
desintoxicacion (Gershenzon & Dudareva, 2007); sin embargo, debido a que las rutas para su biosintesis
son complicadas y requieren alto consumo de energia se considera que no son debido a mutaciones
neutrales, sino que han surgido de un proceso de seleccion natural o coevoluciéon con sus enemigos
naturales y sus mutualistas (Iason et al., 2011).

La presion de seleccion diferencial ejercida por los enemigos naturales que se alimentan de la
planta ocasiona la aparicion de mutaciones que originan la aparicién de un muevo metabolito secundario
toxico que las libera de sus herbivoros, de esta manera las plantas con el nuevo metabolito pueden
diversificarse produciendo nuevas especies en un ambiente libre de enemigos; sin embargo, se produce
una contra defensa en los herbivoros que pueden ahora anular al metabolito produciéndose ahora una
diversificacion en los herbivoros sobre las nuevas especies de plantas. A este proceso se le ha denominado
como “coevolucion de escape y radiacion” (Erlich & Raven, 1964), que explica la apariciéon de nuevos
metabolitos toxicos en las plantas; sin embargo, su mantenimiento y diversificaciéon son debido a que las
poblaciones de plantas son expuestas a distintas comunidades de herbivoros y patégenos (Espinosa-
Garcia, 2001) las contra defensas pueden ser cambios en la conducta del herbivoro, cambios en el blanco
del metabolito y desintoxificacién (respuesta bioquimica, transformacién y secuestro), mientras que las
contra defensas de las plantas incluyen nuevos metabolitos, saturaciéon de enzimas y metabolitos mas
competitivos entre otros (Garcfa-Rodriguez et al., 2012).

Las funciones de los metabolitos secundarios en las plantas son muy diversas, entre ellas se
incluyen:

Atrayentes para la dispersion tanto de polen como de semillas; los volatiles liberados por las flores
(terpenos, antocianinas y carotenoides) sirven en la atraccion de polinizadores, mientras que cambios en
las concentraciones de carotenoides, flavonoides, taninos, alcaloides y triterpenos durante la maduracion
de frutos sirven para la atraccion de los agentes de dispersion de los frutos tales como aves y murciélagos

(Berenbaum, 2001; Gershenzon & Dudareva, 2007).
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Adaptaciones a estrés abidtico; las plantas producen compuestos al ser expuestas a altitudes
elevadas, frio, sequia deficiencias de nutrientes, radiacién ultravioleta (Korkina, 2007), etc que mantienen
los sistemas enzimaticos en un estado que permita la rapida activacion al regresar las condiciones
favorables o sirvan para la movilizacién y transporte de nitrégeno toxico (alcaloides y péptidos como
lectinas e inhibidores de proteasas) (Wink, 1998; Thompson et al., 2007).

Efecto antioxidante; durante la fotosintesis y respiracion se requiere el transporte de electrones,
cuando este mecanismo no es eficiente se producen compuestos dafiinos llamados especies reactivas de
oxigeno, las plantas producen fenoles, alcaloides y terpenos que los transforman en otros menos dafiinos
(Hadacek et al., 2011).

Efectos alelopaticos; la alelopatia es el efecto perjudicial de los metabolitos secundarios de una
planta sobre las otras. Los principales compuestos son terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos y
lactonas sesquiterpénicas) y fenoles (acidos fendlicos, derivados del 4cido cinamico, cumarina,
flavonoides, quinonas y taninos) (Anaya & Cruz-Ortega, 2001).

Proteccion contra microorganismos; los metabolitos secundarios evitan el ataque de hongos y
bacterias, entre ellos se encuentran compuestos fenodlicos, taninos, aceites esenciales y saponinas
(Gershenzon & Dudareva, 2007).

Efectos contra herbivoros; los metabolitos secundarios pueden ocasionar una disuasiéon del
ataque, afectar la tasa de crecimiento, desarrollo, supervivencia y reproduccion de los insectos que se
alimentan de las plantas que los contienen (Anaya & Cruz-Ortega, 2001).

Las plantas liberan el carbono asimilado en la fotosintesis en forma de compuestos volatiles
organicos que pueden ser emitidos por hojas, flores, frutos y raices. A la fecha se han descrito alrededor
de 1,700 compuestos volatiles en mas de 90 familias (Maffei et al., 2011). Estos se clasifican en 1) terpenos
o isoprenoides, 2) fenil propanoides/benzenoides y 3) derivados de acidos grasos, aunque se reconocen
otros grupos como, las indoles y los isotiocianatos (Bautista-Lozada et al., 2012). Cuando se
descomponen las cruciferas se liberan isiotiocianolatos que tienen efecto fungicida y nematicida, esta
estrategia se evalu6é en el control de guayabo con problemas radicales, llamandosele solarizacion y
cruciferas (Valle, 1994).

La emisién de volatiles emitidos por una planta sana se denomina como emisién constitutiva,
mientras que la emitida después de que la planta sufre estrés abidtico o bidtico se le llama inducida
pudiendo ser local o sistémica (Bautista Lozada et al., 2012). Se considera que la sintesis y emisiéon de
volatiles presenta una ventaja para la planta y debido a que su emisién puede modificar el
comportamiento, fisiologia de los organismos receptores y sus interacciones con otros organismos
también se les llama emisiones biogénicas.

Los factores biéticos que modifican la emisién de volatiles son: luz, temperatura, disponibilidad
de agua, el ozono y el CO,, mientras que de los bidtico se encuentra la misma variabilidad de las plantas

(el aguacate Hass no emite volatiles en forma perceptible mientras que la variedad Persea americana var
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drymifolia es notoria la emision (Bravo-Monzon & Espinosa-Garcia, 2008), el efecto de la herbivoria que
abre la ruta metabdlica de los ocatdecanoides (acido jasmonico y terpenos) (Bautista-Lozada et al., 2012);
se menciona que los masticadores inducen la via del acido jasmoénico y los chupadores la del 4cido
salicflico (Smith & Boyko, 2007).

La primera respuesta de la planta al ataque de un patégeno es una respuesta de hipersensibilidad
y en ella intervienen alcaloides, terpenoides y los fenilpropanoides, participan activamente matando
directamente al microrganismo patégeno o restringiendo su invasion al resto de la planta. Al mismo
tiempo, otros metabolitos secundarios contribuyen a destruir las especies reactivas de oxigeno que son
toxicas para la misma célula vegetal. Los conjugados de fenilpropanoides con aminas se incorporan a la
pared celular vegetal para aumentar su rigidez y reducir su digestibilidad por insectos y vertebrados
herbivoros. Asi mismo, algunos alcaloides son neurotoxicos a insectos y vertebrados herbivoros
(Sepulveda et al., 2003). En la actualidad se reconocen mas de 1,600 especies de plantas con propiedades
insecticidas, atrayentes, repelentes, estimulantes o inhibidoras de la oviposicién y la alimentacién y como
confusores sexuales (Silva et al., 2002).

En guayaba para el control de la enfermedad clavo de la guayaba ocasionada por Pestalotiopsis
clavispora se emplearon extractos elaborados por maceraciéon alcohdlica de plantas nativas del
agroecosistema de guayaba de Calvillo, Aguascalientes, observandose que los extractos de jaral (Cistus
sp.), aceitilla (Bidens odorata Cav.), mezquite (Prosopis laevigata Humb. & Bonpl. ex Willd.), paraiso (Melia
agedarach 1..), olivo (Olea europaea 1..), trompillo (Solanum eleagnifolinm Cav.), lantana (LLantana sp.), romero
(Rosmarinus sp.), rada (Ruta graveolens 1..), venadilla (Bursera simaruba (1..) SARG.), lengua de vaca (Rumex
crispus 1..) y eucalipto australiano (Corymbia (=Eucalyptus) gummifera (Gaertn.) Hill & Johnson) mostraron
en laboratorio reducciones del crecimiento del hongo, superiores al 90%. En evaluacion en campo los
extractos de plantas de eucalipto rojo (Eucalyptus camaldulensis) y eucalipto australiano (Corymbia gummifera)
mostraron porcentajes de dafos similares al Malatién y menores que lo fungicidas de sintesis quimica

evaluados (Gonzalez et al., 2020).

CONCLUSIONES

Los usos de la biotecnologfa en la agricultura son muy diversos y ampliamente empleados tanto
en la produccién de plantas clonales como en la proteccién contra plagas y enfermedades o en la
determinaciéon de semioquimicos empleados en la interacciéon planta-insecto, insecto-insecto, as{ como

en el mejoramiento genético y rescate y salvaguarda germoplasma nativo.
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RESUMEN

La biotecnologia agropecuaria es una disciplina esencial que abarca el uso de organismos vivos y
sus componentes para mejorar la produccion agricola y ganadera. Dentro de este campo, la cromatografia
ha emergido como una técnica crucial para el analisis y purificacién de diversos compuestos bioldgicos,
permitiendo la identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos, esenciales para el desarrollo de
soluciones innovadoras en agricultura y ganaderia. L.a cromatografia es una técnica esencial en la
biotecnologia moderna, utilizada para la separacion, purificacion y analisis de biomoléculas, desde su
invencion, esta técnica ha evolucionado considerablemente, permitiendo a los cientificos abordar desafios
complejos en la investigacion y produccion biotecnoldgica. Este capitulo explora en profundidad como
se utiliza la cromatografia en la biotecnologfa agropecuaria, detallando sus principios, tipos, aplicaciones

especificas y estudios de caso relevantes.

INTRODUCCION

La cromatografia tiene un gran impacto en todos los ambitos del analisis y, por tanto, en el
progreso de la ciencia en general. La cromatografia se diferencia de otros métodos de separacion en que
se puede utilizar una amplia variedad de materiales, equipos y técnicas (Ismail, 2017). La cromatografia
es una herramienta indispensable en la biotecnologfa agropecuaria, proporcionando métodos precisos y
tiables para el analisis y purificaciéon de una amplia variedad de compuestos biolégicos. Cualquier método
bioanalitico incluye varios pasos, siendo todos ellos importantes para lograr resultados confiables. El
primer paso es tomar alicuotas de muestras para el analisis, seguido del procedimiento de extraccion y
limpieza de la muestra, analisis cromatografico y deteccion (Novakova & Vickova, 2009). Los principios

generales de extraccion se describen primero como base para comprender la cromatografia.
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Principios de la cromatografia

Cromatografia es un término general aplicado a una amplia variedad de técnicas de separacion
basadas en la distribucién (particién) de una muestra (soluto) entre una fase moévil y una fase fija o
estacionaria. Puede verse como una serie de equilibrios entre la fase mévil y estacionaria. La interaccion
relativa de un soluto con estas dos fases se describe mediante el coeficiente de particion (K) o distribucion
(D) (relaciéon entre la concentracion de soluto en la fase estacionaria y la concentracién de soluto en la
fase movil). La fase mévil puede ser gaseosa, liquida o un fluido supercritico. La fase estacionaria puede
ser un liquido o solido (Ismail, 2017). La cromatografia, en el ambito mas general, se clasifica segtin la
fase movil utilizada, cuando la fase moévil es un gas se le nombra cromatografia de gases, cuando la fase
moévil es un liquido se le conoce como cromatografia de liquidos y también encontramos a la
cromatografia de fluidos supercriticos. El campo de la cromatografia también se puede subdividir segin

las diversas técnicas aplicadas o segun los principios fisicoquimicos implicados en la separacion (Figura

1.

CROMATOGRAFIA
CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
DE GASES DE FLUIDOS DE LiQUIDOS
SUPERCRITICOS

GAS-Liguino

CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFiA CROMATOGRAFIA
EN PAPEL DE COLUMNA EN CAPA FINA

LiquIDo-LiguIDo
Liguipo-Liquioo LiQUIDO-50LIDC

Liquipe-Liguino LiouIDo-soUDo

Figura 1. Subdivisiones de la cromatografia, segin la técnica aplicada. Fuente: Ismail (2017).
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Separacion

Varios principios fisicoquimicos estan involucrados en los mecanismos cromatograficos
empleados para separar los diversos compuestos de interés, independientemente de las técnicas
especificas aplicadas. Hay que destacar que en una separaciéon puede intervenir mas de un mecanismo.
Cabe resaltar que, entre la fase mévil, la muestra (soluto) y la fase estacionaria debe de originarse una
reaccioén de interaccion y no una reaccion quimica (cambio molecular). Entre los tres componentes del
sistema cromatografico no debe ocurrir una reacciéon quimica, por lo que cada uno de sus componentes

debera mantener su identidad y propiedades quimicas.

Principios fisicoquimicos de la separacion

Adsorcion (liquido-sdlido)

En este tipo de interaccion, la fase estacionaria, también llamado adsorbente, se elige para permitir
la interaccion diferencial con los componentes de la muestra a resolver. La fase estacionaria es un solido
finamente dividido para maximizar el area superficial. Las principales fuerzas intermoleculares
responsables de la adsorcion cromatografica incluyen: fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostaticas,
interacciones hidrofébicas y enlaces por puentes de hidrégeno (Snyder & Dolan, 2023). La adsorcion es
un proceso dependiente de la concentracion y el coeficiente de adsorciéon no es una constante.

La cromatografia de adsorcion clasica utiliza principalmente silice, alimina o carbon vegetal (no
polar). Tanto la silice como la alimina son adsorbentes polares, poseen grupos hidroxilo en la superficie.
El orden de elucién de los compuestos de estas fases estacionarias adsorbentes a menudo puede
predecirse basandose en sus polaridades relativas. Los compuestos con los grupos funcionales mas
polares se retienen con mayor fuerza en los adsorbentes polares y, por lo tanto, eluyen en dltimo lugar, o
sea, se mantienen por mas tiempo en la fase estacionaria. Primero se eluyen los solutos no polares (con
menos afinidad con la fase estacionaria) Por lo tanto, para lograr la separaciéon del compuesto de interés,
se debera utilizar una fase movil con poca afinidad con la fase estacionaria (Dongare et al., 2023).

La fase estacionaria liquida también puede estar unida covalentemente a un soporte mediante una
reacciéon quimica. Estas fases unidas se han vuelto muy populares para el uso de HPLC y ahora esta
disponible una amplia variedad de fases estacionarias polares y no polares. Se utiliza ampliamente la
HPLC de fase inversa, con una fase estacionaria unida no polar (silice unida con grupos C8 o C18) y un
disolvente polar (agua-acetonitrilo) (Gupta & Biswas, 2023).

La cromatograffa de adsorcion se puede utilizar para separar compuestos aromaticos o alifaticos
no polares, basandose principalmente en el tipo y numero de grupos funcionales presentes. Los
pigmentos carotenoides y clorofila labiles y liposolubles de las plantas se han estudiado ampliamente

mediante cromatografia en columna de adsorcion.
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Particion (liquido-liquido)

En este tipo de interaccién, la fase estacionaria es un liquido inmévil, mientras que la fase moévil
es un segundo liquido, un disolvente inmiscible que fluye a través de la fase inmoévil, proporcionando asi
un contacto intimo entre las dos fases. Los solutos se dividen entre las dos fases liquidas segun sus
coeficientes de particiéon. En la cromatografia de particién, dependiendo de las caracteristicas de los
compuestos a separat, se puede variar la naturaleza de las dos fases liquidas, generalmente mediante
combinacion de disolventes o ajuste del pH de los tampones. A menudo, el mas polar de los dos liquidos
se mantiene estacionario sobre un soporte inerte y el disolvente menos polar se utiliza para eluir los
componentes de la muestra, pero puede utilizarse de la forma inversa (utilizando una fase estacionaria no
polar y una fase moévil polar) (Dayani et al., 2024).

La cromatografia de particiéon liquido-liquido ha sido de gran valor para la quimica de los
carbohidratos. La cromatografia liquida en columna sobre celulosa finamente dividida se ha utilizado
ampliamente en la cromatografifa preparativa de aztcares y sus derivados (Bharani et al., 2024). De la
misma forma, la fase estacionaria puede ser un liquido sobre una matriz sélida. El soporte solido debe
ser inerte o lo mas inerte posible y tener una gran superficie de contacto para maximizar la cantidad de
liquido retenido y tiene que ser capaz de retener una fina pelicula de agua, que sirve como fase
estacionaria. Algunos ejemplos de soportes sélidos que se han utilizado son silice, almidén, celulosa en
polvo y perlas de vidrio (Martins et al., 2024).

La Tabla 1 resume algunos de los procedimientos o métodos cromatograficos que se han
desarrollado en base a diferentes combinaciones de fases moévil-estacionaria. Dado que la naturaleza de
las interacciones entre las moléculas del soluto y las fases movil o estacionaria difiere, estos métodos

tienen la capacidad de separar diferentes tipos de moléculas.

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes métodos cromatograficos. Fuente: Adaptado de Heftmann

(2004).
Método Fase movil Fase estacionaria Caracteristicas de separacion
Cromatografia Gas-Liquido Gas Liquido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia Gas-Sélido Gas Sélido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia de Fluidos Supercriticos Fluido Superctitico Solido Tamafio molecular/Polaridad
Cromatografia Liquida Fase Reversa Liquido Polar Solido o liquido no | Tamafio molecular/Polaridad

polar

Cromatografia Liquida Fase Normal

Liquido menos Polar

Solido o liquido polar

Tamafio molecular/Polaridad

Cromatografia de Intercambio I6nico Solido o Liquido | Sélido I6nico Carga molecular

I6nico
Cromatografia de Exclusion Liquido Solido Tamafio molecular
Cromatografia de Interaccion | Liquido Polar Sélido o liquido no | Tamafio molecular/Polaridad
Hidrofobica polar
Cromatografia de Afinidad Agua Sitios de union Estructura especifica
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Extraccion

En su forma mas simple, la extraccion se refiere a la transferencia de un soluto de una fase liquida
o solida a otra para separarla de ésta (Jisha et al., 2023). La extraccion en innumerables formas es parte
integral de la biotecnologfa, ya sea que se utilice para la limpieza preliminar de la muestra, la concentracion
del componente de interés o como medio del andlisis real. Existen varios métodos de extraccion, la
extraccion con solventes (liquido-liquido), que pueden clasificarse como procesos discontinuos,

continuos o contracorriente, la extraccion acelerada con solventes y la extraccion en fase solida.

Métodos de extraccion

La extraccion de los analitos de la matriz es uno de los pasos principales en la preparacion de la
muestra. Actualmente existen numerosas técnicas de extraccion basadas en diferentes principios
fisicoquimicos. Los compuestos a extraer y la cantidad a la que se van a extraer depende de la técnica
utilizada. Lo mas importante es tener la informacién que te permita elegir la técnica de extraccion a
utilizar. También es importante conocer la matriz que se analizara. Por ejemplo, si se quiere trabajar con
compuestos altamente volatiles, las técnicas de destilacion o de espacio de cabeza (HS) son las mas
adecuadas. Para utilizar los métodos de extraccion SPE (Extraccion en fase solida) y ELL (extraccion
liquido-liquido), SPME (microextraccion en fase solida) y SBSE (extraccion con barra agitadora) se debe
conocer la solubilidad de los compuestos a analizar, su polaridad e informacion sobre la absorciéon de los

analitos (Costa-Freitas et al., 2012).

Extraccion liquido-liquido
Extraccion por lotes

En la extraccién por lotes, el soluto se extrae de un disolvente agitandolo con un segundo
disolvente inmiscible. Después de agitar, se dejan separar las fases y se retira la capa que contiene el

componente deseado. El soluto se divide o distribuye entre las dos fases (coeficiente de particion, K):

Concentracidn del soluto en la fase 1

~ Concentracién del soluto en la fase 2

En la extraccién por lotes, a menudo es dificil obtener una separacién completa por lo que, se
recomienda repetir el proceso de extraccion varias veces o realizar un proceso de extraccion en serie, para

extraer la mayor cantidad de soluto posible (Ismail, 2017).
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Extraccion continua

En este tipo de extraccion el disolvente se recicla de modo que el sélido se extrae repetidamente
con un disolvente nuevo. La extraccion continua requiere aparatos especiales, pero es mas eficiente que
la separacion por lotes. Se han disefiado equipos para la extraccion continua de sustancias de liquidos y/o
solidos, y se utilizan diferentes extractores para disolventes mas pesados o mas ligeros que el agua. Un
ejemplo de extraccion continua es el uso de un extractor Soxhlet para extraer grasa de solidos utilizando

disolventes organicos (Kanu, 2021).

Extraccion en Fase Solida

La extraccién en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) es una técnica que implica eliminar
analitos o eliminar interferencias de una matriz compleja. Se puede aplicar para aislar compuestos volatiles
de matrices acuosas. Actualmente es muy utilizado en el andlisis de compuestos volatiles (Li et al., 2000).
La selectividad de la extraccion y, por tanto, la separacion del analito de interés del resto de componentes
de la muestra, depende de la naturaleza de la muestra, el disolvente y el tipo de adsorbente utilizado
(Castro-Mejias et al., 2008; Li et al., 2017). La SPE es una herramienta versatil y eficaz que mejora la
precision y la eficiencia en el analisis de muestras complejas, permitiendo una mejor detecciéon y
cuantificacion de los analitos de interés.

La SPE se basa en la retencion selectiva de analitos en un material adsorbente (fase estacionaria),
y su posterior elucién con un disolvente que presenta mayor afinidad por los analitos que por el
adsorbente. Este proceso permite la separacion, purificacién y concentracion de analitos especificos de
una matriz compleja (Andrade-Eiroa et al, 2016). En la Figura 2 se observan los mecanismos de
separaciéon de una mezcla de solutos por SPE.

Los principios fundamentales de la SPE son los siguientes:

Seleccion del sorbente (adsorbente)

La eleccion del sorbente es crucial y se basa en la naturaleza quimica de los analitos y la matriz de

la muestra. Los tipos comunes de sorbentes incluyen:

e Silica modificada: Modificada con grupos quimicos (C18, C8, CN, NH2, etc) para

interactuar con analitos especificos.

e DPolimeros organicos: como el poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB), 1Ia

poliacrilamida, entre otros que ofrecen alta capacidad y selectividad.

e Carbones activados: Eficientes para la retencion de compuestos no polares y semipolares.
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Condicionamiento del Sorbente
Antes de aplicar la muestra, el sorbente debe ser acondicionado. Este paso incluye:
e Hidratacién: En el caso de sorbentes basados en silica.

e Activacion: Utilizando solventes para preparar la superficie del sorbente y mejorar la

interaccion con los analitos.

Aplicacion de Ia Muestra

La muestra liquida se pasa a través del sorbente, donde los analitos de interés son retenidos debido
a las interacciones especificas con el sorbente, mientras que el resto de la matriz fluye a través sin

retenerse.

Lavado

El lavado se realiza para eliminar los compuestos no deseados que estan débilmente retenidos en
el sorbente. Esto se hace utilizando un solvente que no desorba los analitos de interés pero que elimine

las impurezas.

Elucion de los Analitos

Los analitos de interés se desorben del sorbente utilizando un solvente que tiene una alta afinidad
por ellos. Este paso concentra los analitos y los separa de la matriz original, permitiendo su analisis

posteriof.

Parimetros que Afectan Ia SPE

e pH de la muestra: Puede afectar la ionizacién de los analitos y, por lo tanto, su interaccion

con el sorbente.

e TFuerza i6nica: La presencia de sales puede influir en las interacciones idnicas entre los

analitos y el sorbente.
e Volumen de muestra: Afecta la capacidad de retencién del sorbente.

e Velocidad de flujo: Debe ser controlada para asegurar una interaccion adecuada entre los

analitos y el sorbente.

Ventajas de Ia SPE

e Selectividad: La capacidad de seleccionar diferentes sorbentes y condiciones permite una

alta selectividad para los analitos de interés.
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e Concentracion: La SPE puede concentrar los analitos, mejorando la sensibilidad de las

técnicas de deteccion posteriores.

e Limpieza: Elimina interferencias y compuestos no deseados de la matriz de la muestra,

mejorando la calidad de los resultados analiticos.

e Automatizacion: La SPE es compatible con sistemas automatizados, lo que mejora la

reproducibilidad y la eficiencia del proceso.
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Figura 2. Procedimiento de separacion de una mezcla de solutos por cromatograffa en fase sélida
(SPE). Fuente: Andrade-Eiroa et al. (2016).

Aplicaciones Comunes

La extraccion SPE es esencial en el analisis farmacéutico, para la purificacién y concentracion de
farmacos en muestras bioldgicas, en el analisis ambiental, para la deteccién de contaminantes en agua,
suelo y aire, en el bioanalisis, en donde se utiliza para la preparacién de muestras para el analisis de
biomoléculas como proteinas, péptidos y acidos nucleicos y en la deteccion de residuos de pesticidas,

contaminantes y aditivos en alimentos y bebidas en la industria alimentaria.

Estudio de caso:

Las aminas biogénicas (BA) son compuestos generados por la descarboxilacion de sus
aminoacidos precursores. Su ingesta, incluso en bajas concentraciones, puede provocar varios tipos de
problemas de salud en personas sensibles, éstas pueden formarse facilmente en productos lacteos
fermentados, por la tanto su determinacioén cuantitativa es muy relevante. Se detectaron y cuantificaron

cuatro aminas biogénicas en diferentes productos lacteos (leche, yogur y kéfir). Las aminas se extrajeron
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selectivamente mediante extraccion en fase sélida, posteriormente se derivatizaron con carbamato de 6-
aminoquinolil- N- hidroxisuccinimidilo y se determinaron adicionalmente mediante cromatografia
liquida de alta resolucion con detecciéon de fluorescencia. No se detectaron BA en la mayoria de las
muestras de leche, pero se encontraron en niveles altos en muestras de yogur y kéfir, alcanzando valores

de hasta 79 mg/kg de BA totales en muestras de kéfir (Moniente et al., 2023).

MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

La Microextraccion en Fase Sélida (SPME, por sus siglas en inglés) es una técnica de preparacion
de muestras que combina extracciéon y concentracion en un solo paso, sin la necesidad de solventes.
SPME es ampliamente utilizada en la quimica analitica, especialmente para el analisis de compuestos
volatiles y semi-volatiles en matrices complejas como alimentos, bebidas, aguas y matrices biologicas (Pati
et al, 2021). La instrumentacién bastante simple de SPME y la posibilidad de automatizaciéon total
contribuyeron al desarrollo de nuevos adsorbentes y al nimero cada vez mayor de analitos separados y
matrices complejas analizadas, incluidos suelos y sedimentos. Las aplicaciones de SPME ocupan un lugar
destacado en la quimica analitica moderna (Moein et al., 2014; Zhang et al., 2016; Yao et al., 2022). Cabe
destacar que, a diferencia de la extraccion liquida y la SPE convencional, que implican la extraccion
cuantitativa de analitos y son métodos de separacion "exhaustivos", la SPME se basa en una particién en
equilibrio de un analito entre la fase adsorbente y la matriz de la muestra. La fibra, que es silice modificada,
puede sumergirse directamente en la muestra (DI, por sus siglas en inglés) o colocarse en el espacio de

cabeza de la muestra (HS, por sus siglas en inglés). Los principios de la SPME son los siguientes:

EQUILIBRIO DE PARTICION

LLa SPME se basa en el principio del equilibrio de particion entre la fase sélida (fibra recubierta
de un sorbente) y la fase liquida o gaseosa de la muestra. LLos analitos se distribuyen entre estas fases hasta

alcanzar un equilibrio.

Seleccion del sorbente
La eleccion del sorbente es crucial y depende de la naturaleza de los analitos y la matriz de la
muestra. Los sorbentes comunes incluyen:
e Polidimetilsiloxano (PDMS): Utilizado para compuestos no polares y semi-volatiles.
e Divinilbenceno (DVB): Eficaz para compuestos polares y no polares.
e Carboxeno (CAR): Adecuado para compuestos volatiles y gases.

e PDMS/DVB y CAR/PDMS: Sorbentes combinados para extraer una amplia gama de

analitos.
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Método de extraccion
La fibra recubierta se expone a la muestra (liquida o gaseosa). Los analitos se adsorben o absorben
en el recubrimiento de la fibra. La extraccién puede ser:
e Directa: La fibra se sumerge directamente en la muestra liquida.

e Headspace: La fibra se coloca en la fase de vapor (headspace) sobre la muestra liquida o

solida, util para compuestos volatiles.

Desorcion

Después de la extraccion, la fibra se transfiere a un instrumento de analisis, tipicamente un
cromatografo de gases (GC) o un cromatografo de liquidos (HPLC). La desorcion térmica o por solvente
libera los analitos de la fibra para su deteccion y cuantificacion. En la figura 3 se muestra el procedimiento
de extraccion por inmersion directa en un liquido y la desorcion del analito en el puerto de inyeccion del

cromatografo de gases.

Figura 3. Procedimiento de adsorcién (extraccion) y desorcion de una fibra SPME para analisis de
cromatograffa de gases (GC). Extraccion manual de SPME (1-3) e inyeccion (4-6). Fuente: Herrington
et al. (2020).

Parametros que afectan la SPME

e Temperatura: Afecta la velocidad de difusion y la volatilidad de los analitos.

e Tiempo de extraccion: Influye en el equilibrio de particion; tiempos mas largos pueden

aumentar la cantidad de analito extraido.
e Agitacion: Mejora la transferencia de masa de los analitos hacia la fibra.

e Tuerza i6nica y pH: Pueden influir en la ionizacién y solubilidad de los analitos.
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Ventajas de la SPME

e Sin uso de solventes: Mas ecolégico y reduce costos.
e Simplicidad: Combina extraccién y concentraciéon en un solo paso.
e Sensibilidad: Mejora la detecciéon de analitos en bajas concentraciones.

e Portabilidad: Las fibras SPME son faciles de manejar y transportar.

Aplicaciones Comunes

e Analisis ambiental: Monitoreo de contaminantes en aire, agua y suelo.

e Industria alimentaria: Detecciéon de sabores, aromas y contaminantes en alimentos y
bebidas.

e Forense: Analisis de drogas y compuestos volatiles en muestras biolégicas.

e Farmacéutica: Determinacion de compuestos activos y metabolitos en matrices
biologicas.

e Ecologia quimica: Identificaciéon y cuantificacién de compuestos volatiles organicos

(COVs) como feromonas y aleloquimicos.

Estudio de caso

Los compuestos organicos volatiles (COVs) involucrados en el proceso de fermentacion
contribuyen a la fragancia de la sidra. Se utiliz6 el método de microextraccion en fase sélida con espacio
de cabeza y la cromatografia de gases espectrometria de masas (HS-SPME GC-MS) para el analisis
quimico de COV de sidra. Se analizaron cuatro sidras maduras que se prepararon de manera idéntica,
salvo por la cepa de levadura. Se identificaron veintisiete COVs clave, se detectaron sabores desagradables
y se cuantificaron los olores en concentraciones deseables en comparaciéon con los umbrales de
percepcion. Los COVs variaron considerablemente después de la fermentacién con cuatro nuevas cepas
de . cerevisiae, lo que evidencia la importancia central de la cepa de levadura para el aroma de la sidra

terminada (Bingman et al., 2020).

TIPOS DE CROMATOGRAFIiA EN BIOTECNOLOGIA AGROPECUARIA

La cromatografia es una técnica de separacion esencial en la biotecnologia agropecuaria, utilizada
para purificar y analizar compuestos biolégicos, desde proteinas hasta metabolitos secundarios. Su
capacidad para separar componentes complejos ha revolucionado la investigacion y el desarrollo en la
agricultura y la produccién de alimentos, mejorando la calidad, la eficiencia y la sostenibilidad de los

procesos agropecuarios.
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En la biotecnologia agropecuaria se emplean diversos tipos de cromatografia, cada uno adecuado

para diferentes aplicaciones y tipos de compuestos. A continuacion, se describen los principales tipos:

a) Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) es una forma de cromatografia liquida que se
utiliza para separar los componentes individuales de interés presentes en una mezcla y/o disueltos en la
solucion de muestra. Se basa en el bombeo de la fase mévil a través de la columna empacada a alta
presiéon. El principio basico involucrado en HPLC se basa en el fendmeno de la cromatografia en columna
en el que la fase movil se bombea a través de una columna empaquetada aplicando alta presion (Akash
et al., 2020).

La HPLC permite la separacion de compuestos en una mezcla mediante el uso de alta presion
para forzar el paso de la fase mévil a través de una columna con fase estacionaria. Esta técnica es esencial
para analizar muestras labiles y no volatiles que no es posible analizar en cromatografia de gases. Se utiliza
extensamente para la purificacion de proteinas, acidos nucleicos y metabolitos secundarios en
biotecnologia agropecuaria.

La HPLC es ampliamente utilizada para la separacion y purificaciéon de proteinas, péptidos,
aminoacidos y otros compuestos bioactivos en plantas y animales. En el contexto agropecuario, esta
técnica permite:

e Analisis de calidad: Determinar la pureza y composiciéon de productos agricolas, como

aceites esenciales, flavonoides y antioxidantes.

e Control de contaminantes: Detectar y cuantificar residuos de pesticidas, herbicidas y otros

contaminantes en productos agricolas y alimenticios.

Principios basicos de HPLC

LLa HPLC funciona pasando una muestra liquida a través de una columna que contiene un material
adsorbente. Diferentes componentes de la muestra se separan en funcién de su interaccion con el material
de la columna y el solvente mévil utilizado. Los detectores, como el UV-Vis o el espectréometro de masas,

identifican y cuantifican los componentes separados.

APLICACIONES DE HPLC EN PRODUCTOS AGRICOLAS
Aceites Esenciales

Objetivo: Identificacion y cuantificaciéon de componentes volatiles y aromaticos.
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Procedimiento

Extraccion: Generalmente se realiza mediante destilacién por arrastre de vapor o extraccion con
solventes.

Preparacion de la muestra: La muestra extraida se disuelve en un solvente adecuado.

Antes de realizar el analisis, las muestras de aceites esenciales deben prepararse adecuadamente:

Dilucién: Los aceites esenciales suelen ser muy concentrados. Es necesario diluitlos con un
solvente adecuado (como metanol o acetonitrilo) para obtener una concentracion manejable.

Filtracién: Filtrar la solucién diluida a través de un filtro de membrana (0.45 pm) para eliminar

particulas que puedan obstruir la columna HPLC.

ANALISIS HPLC

Eleccion del sistema

Columna (fase estacionaria):

e Tipo: Columna de fase reversa (C18) es comunmente utilizada debido a su capacidad para
separar una amplia gama de compuestos no polares y moderadamente polares presentes

en los aceites esenciales.

e Dimensiones: Una columna tipica puede tener un tamafio de particula de 3-5 um y
dimensiones de 150-250 mm de largo por 4.6 mm de diametro interno.
Fase movil:
e Composicion: Consiste en una mezcla de un disolvente polar y un semipolar miscible
(ejemplo; agua: acetonitrilo) con un modificador de pH, como acido fostérico o

trifluoroacético).

e Gradiente: Se suele utilizar un gradiente de eluciéon para separar los componentes mas
eficientemente. Por ejemplo, comenzar con un 10% de acetonitrilo y 90% de agua, y
gradualmente aumentar la proporcion de acetonitrilo hasta un 90%.

Resultados: Un detector transforma los datos o sefales obtenidas en cromatogramas que
muestran los picos correspondientes a los diferentes componentes de los aceites esenciales, como
limoneno, cineol, y linalol. El tiempo de retencion (tiempo en el que eluyen los compuestos) nos indica
el tipo de compuesto y la altura y ancho del pico nos indica la concentracion relativa.

Detector:

e Tipo: Detectores de espectrofotometria UV/Vis son los mds comunmente usados.

También se pueden usar detector de arreglo de diodos (DAD) y detector de masas.
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e Longitud de onda: Dependiendo de los componentes especificos a analizar, la longitud
de onda puede variar. Muchos componentes de aceites esenciales absorben en el rango
de 200-300 nm.

Identificacion y cuantificacion

e Estandares: Se utilizan estandares conocidos para identificar picos en el cromatograma.
Esto puede incluir compuestos especificos como linalool, eugenol, limoneno, entre otros.

e Curva de calibracién: Preparar una serie de diluciones de los estandares para crear una
curva de calibracion que permita la cuantificacion de los componentes en la muestra.

e Analisis de datos: El software del HPLC se utiliza para integrar los picos y comparar los
tiempos de retenciéon y areas de los picos con los estaindares que nos hablara del tipo de
compuesto y de su concentracioén en la muestra.

Validacién del método

e Repetibilidad: Realizar multiples inyecciones de la misma muestra para verificar la
consistencia de los resultados.

e DPrecision y exactitud: Evaluar mediante la recuperacién de estandares afiadidos a la
muestra.

Flavonoides

La deteccion de flavonoides por HPLC es un proceso critico en la investigacion y analisis de estos
compuestos debido a sus importantes propiedades bioldgicas y farmacoldgicas. Los flavonoides son una
clase de polifenoles presentes en muchas plantas y alimentos, y su analisis requiere una metodologfa
adecuada para garantizar la precision y reproducibilidad. A continuacion, se detalla un esquema general
del proceso de analisis de flavonoides por

Objetivo: Evaluar el contenido y la composiciéon de flavonoides en frutas, vegetales y otras

plantas.

DETECCION DE FAVONOIDES POR HPLC
Preparacion de Ia muestra
Extraccion de flavonoides

Material vegetal: Tomar la muestra de planta, secar y pulverizar.
Solvente de extraccién: Utlizar solventes como metanol, etanol, o una mezcla de metanol/agua.
Método de extracciéon: Maceracion, sonicacion o extracciéon Soxhlet.

e Maceracién: Remojar el polvo vegetal en el solvente por vatias horas/dias a temperatura

ambiente.
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e Sonicacién: Someter la muestra a ultrasonidos durante 30-60 minutos para mejorar la

extraccion.

e Soxhlet: Realizar una extraccidon continua con solvente calentado durante varias horas.

Preparacion de la soluciéon para HPLC:

e Filtrar la solucion de extracciéon a través de un filtro de membrana (0.45 um) para eliminar

particulas.

e Diluir si es necesario con el solvente mévil utilizado en el HPLC.

ELECCION DEL SISTEMA HPLC
Columna:

e Tipo: Las columnas de fase reversa (C18) son comunmente utilizada debido a su
capacidad para separar una amplia gama de flavonoides.

e Dimensiones: Una columna tipica puede tener un tamafio de particula de 3-5 um y
dimensiones de 150-250 mm de largo por 4.6 mm de diametro interno.

Fase movil:

e Composicion: Mezcla de agua (con un modificador de pH, como acido fosférico o acido
acético) y un solvente organico (como metanol o acetonitrilo).

e Gradiente: Se suele utilizar un gradiente de elucion para separar los flavonoides de manera
eficiente. Por ejemplo, comenzar con un 10% de acetonitrilo y 90% de agua, y
gradualmente aumentar la proporcion de acetonitrilo hasta un 70-80%.

Parametros de deteccion
Detector:

e Tipo: Detector de arreglo de diodos (DAD) o espectrofotometria UV/Vis son
comunmente usados.

e Longitud de onda: Muchos flavonoides absorben en el rango de 250-370 nm, siendo 280
nm y 340 nm longitudes de onda tipicas para deteccion.

Identificacién y cuantificacion:

e [Estandares: Se utilizan estandares conocidos de flavonoides como quercetina,
kaempferol, apigenina, etc., para identificar picos en el cromatograma.

e Curva de calibracién: Preparar una serie de diluciones de los estandares para crear una
curva de calibraciéon que permita la cuantificacion de los flavonoides en la muestra.

e Analisis de datos: El software del HPLC se utiliza para integrar los picos y comparar los

tiempos de retencion y areas de los picos con los estandares.
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Validacion del método:

e Repetibilidad: Realizar multiples inyecciones de la misma muestra para verificar la
consistencia de los resultados.

e Precisién y exactitud: Evaluar mediante la recuperaciéon de estandares afiadidos a la
muestra.

Ejemplo de procedimiento
Preparacion de la muestra:

e Tomar 1 gde polvo de planta y extraer con 20 mL de metanol en un bafio de ultrasonidos
durante 30 minutos.
e Filtrar la solucion resultante y diluir con metanol si es necesario.
Analisis por HPLC:
e Columna: C18, 150 x 4.6 mm, 5 pm.
o Fase moévil: Gradiente de acetonitrilo (A) y agua con 0.1% de acido acético (B).
o 0-5min: 10% A, 90% B.
o 5-25 min: 10-70% A, 90-30% B.
o 25-30 min: 70-80% A, 30-20% B.
e Flyjo: 1 mL/min.
e Detector: UV/Vis, 280 nm y 340 nm.
Interpretacion de resultados
e Comparar los tiempos de retencion de los picos con los estandares para identificar los
flavonoides.

e Usar la curva de calibracion para cuantificar los flavonoides identificados.

Este enfoque proporciona una base sélida para el analisis de flavonoides mediante HPLC,

permitiendo la identificacién y cuantificacion precisa de estos compuestos en diversas muestras vegetales.

b) Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia de gases es una técnica de cromatografia en columna, en la que la fase movil es
un gas y la fase estacionaria es principalmente un liquido inmovilizado sobre un soporte sélido inerte en
una columna empaquetada o de tipo capilar. L.a GC se utiliza para separar los componentes volatiles
térmicamente estables de una mezcla. La cromatografia de gases, especificamente la cromatografia gas-
liquido, implica vaporizar una muestra e inyectarla en la cabeza de la columna. Bajo un gradiente de
temperatura controlado, la muestra se transporta a través de la columna mediante el flujo de una fase
movil gaseosa. Luego, los volatiles se separan en funciéon de varias propiedades como son el punto de

ebullicién, el tamafio molecular y la polaridad. La fase moévil es un gas inerte, como helio o nitrégeno.
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Los componentes de la muestra se volatilizan y son transportados por el gas portador a través de la

columna, donde se separan segun su afinidad con la fase estacionaria (Kumar et al., 2013).

Instrumentacion y Metodologia

La instrumentacion moderna de CG esta diseflada para proporcionar resultados rapidos y
precisos. Combinada con técnicas de preparacion de muestras avanzadas, como la extraccioén en fase
solida (SPE, por sus siglas en inglés) y la microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés),
la CG permite la deteccion de contaminantes en matrices complejas con una minima interferencia. Los
desarrollos en columnas capilares, detectores selectivos y software de andlisis han mejorado atun mas la
sensibilidad y la resolucién de la técnica. La GC es empleada para separar y analizar compuestos que
pueden vaporizarse sin descomponerse. Es 1til para el andlisis de 4cidos grasos, terpenos y pesticidas en
productos agropecuarios. Es ideal para la separacion y analisis de compuestos volatiles y semivolatiles

(Sikuten et al., 2021).

APLICACIONES
Cromatografia de gases en el analisis de aromas y sabores

La cromatograffa de gases (CG) se ha establecido como una herramienta indispensable en el
campo del analisis de aromas y sabores, permitiendo la separaciéon precisa y la identificacion de

compuestos volatiles que contribuyen a las caracteristicas sensoriales de alimentos, bebidas y otros

productos (Cheng et al., 2023).

Identificacion de compuestos aromaiticos

En la industria alimentaria y de bebidas, la CG se utiliza extensamente para identificar los
compuestos que contribuyen a los aromas caracteristicos. Por ejemplo, en el analisis del vino, la CG
puede separar y detectar los ésteres, alcoholes y aldehidos que determinan el perfil aromatico tnico de
cada variedad. La evaluacion del perfil de aroma de los productos alimenticios y bebidas es crucial para
mantener la consistencia y la calidad. Mediante la CG, los técnicos pueden cuantificar los compuestos
aromaticos en diferentes muestras y asegurar que cumplan con los estandares de sabor esperados.
También se emplea para investigar la estabilidad de los aromas en diferentes condiciones de
almacenamiento y procesamiento. Esto es vital para prevenir la degradaciéon de aromas deseables y para
comprender como los cambios en las condiciones pueden alterar el perfil sensorial de un producto (Zhou
et al., 2024).

Las fermentaciones agropecuarias representan un campo vital en la producciéon de alimentos y
bebidas, donde microorganismos transforman sustratos naturales en productos deseables. El control

preciso de estos procesos es esencial para garantizar la calidad y la eficiencia. La cromatografia de gases
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(CG) se ha convertido en una herramienta indispensable para el monitoreo detallado de estos procesos.
Los avances en continuos en la resolucién, sensibilidad y automatizacién de la CG, permite un monitoreo
mas rapido y preciso de las fermentaciones y juega un papel crucial en el monitoreo y control de
fermentaciones agropecuarias, ofreciendo herramientas poderosas para optimizar procesos, mejorar la
calidad del producto final, como vinos, cervezas, quesos y productos lacteos fermentados y garantizar la
seguridad alimentaria en la industria agroalimentaria global. La integracion con técnicas complementarias
como la espectrometrfa de masas ofrece resultados fiables en el anilisis de metabolémica y la
caracterizacion detallada de los productos fermentados (Zhang et al., 2024).

Las fermentaciones agropecuarias involucran una variedad de procesos que producen

compuestos volatiles esenciales para la calidad del producto, por lo que la CG se utiliza para:

¢ Monitoreo de Metabolitos
Durante la fermentacién, los microorganismos producen una diversidad de metabolitos,
incluyendo alcoholes, acidos organicos, ésteres y compuestos sulfurados. La CG permite identificar y
cuantificar estos metabolitos, proporcionando informacion crucial sobre el progreso de la fermentacion

y la calidad del producto.

e Control de Contaminantes
Las fermentaciones pueden ser susceptibles a contaminaciones que afectan el perfil aromatico y
la seguridad alimentaria. La CG detecta trazas de contaminantes como pesticidas, residuos de antibidticos
y productos de degradacion, garantizando la conformidad con las normativas alimentarias y la seguridad
del consumidor.
e Optimizacioén de procesos
La optimizacién de las condiciones de fermentaciéon es fundamental para maximizar la
produccion de compuestos deseables y minimizar subproductos no deseados. .a CG evalia como los
cambios en variables como la temperatura, pH y tiempo de fermentacién afectan la composicion del
producto final, facilitando ajustes precisos y eficientes en el proceso.
Casos destacados de aplicacion de CG
e Monitoreo de fermentaciones de vinos: Identificacion de ésteres y alcoholes que
contribuyen al aroma y sabor del vino.
e Producciéon de quesos: Cuantificacion de acidos grasos volatiles y compuestos aromaticos
para mejorar la calidad sensorial.
e Fermentacién de cerveza: Analisis de compuestos fendlicos y volatiles que afectan el perfil
de sabor y estabilidad del producto final.
Anailisis de hormonas esteroides: La GC es eficaz en la separacion y analisis de hormonas

esteroides como la testosterona y el estradiol, que son volatiles y termolabiles.

| 165 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

APLICACIONES EN EL CONTROL DE CONTAMINANTES

La cromatografia de gases desempefia un papel crucial en el control de contaminantes en
productos agropecuarios, proporcionando a los productores, reguladores y consumidores la tranquilidad
de que los alimentos y materias primas agropecuarias cumplen con estandares rigurosos de seguridad y
calidad. La demanda global de alimentos seguros y saludables sigue creciendo, por lo que la CG es una
herramienta indispensable en la vigilancia y el monitoreo de la cadena alimentaria, asegurando que los
productos agropecuarios lleguen al mercado libres de contaminantes nocivos.

e Plaguicidas y herbicidas

Uno de los usos mas criticos de la CG en productos agropecuarios es la deteccion y cuantificacion
de pesticidas y herbicidas. Estos productos quimicos, disefiados para proteger cultivos y ganado de plagas
y malezas, pueden acumularse en los tejidos vegetales y animales si no se aplican correctamente o si se
utilizan en exceso. La CG permite identificar residuos de pesticidas por debajo de los limites maximos de
residuos (LMR) establecidos por las autoridades reguladoras, asegurando que los productos sean seguros

para el consumo humano (Li et al., 2020).

e Micotoxinas
LLas micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por ciertos hongos que pueden
contaminar los cultivos, especialmente granos y forrajes. La exposicion a micotoxinas puede tener efectos
adversos graves en la salud humana y animal. .a CG se utiliza para detectar y cuantificar estas toxinas
con alta sensibilidad y precisiéon, asegurando que los productos agropecuarios estén libres de

contaminacion fungica a niveles perjudiciales (Muriana, 2023).

Cromatografia de Intercambio Iénico
LLa cromatografia de intercambio i6nico (CII) es una técnica de separacion que se basa en las
diferencias de carga de los compuestos. L.a CII se basa en el principio de separaciéon de iones mediante
intercambio i6nico reversible entre una fase estacionaria cargada y los iones presentes en la muestra
liquida. Utiliza resinas con grupos cargados que interactuan con los iones de las muestras. La CII es
fundamental para separar iones y moléculas polares, siendo crucial en:
e Nutricion vegetal: Analisis de suelos y soluciones nutritivas para determinar la
disponibilidad de nutrientes esenciales.
e Producciéon de bioproductos: Purificaciéon de enzimas y proteinas recombinantes

utilizadas en la mejora genética de cultivos.

Aplicacion de Ia CII en Ia nutricion vegetal

La Cromatografia de Intercambio I6nico (CII) ha revolucionado la manera en que entendemos y

optimizamos la nutricién vegetal. A través de esta técnica analitica avanzada, los cientificos y agronomos

| 166 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

pueden caracterizar con precision los nutrientes esenciales en el suelo y en las soluciones de nutrientes,
proporcionando asf una herramienta invaluable para mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos.
Esta técnica permite la determinacion cuantitativa y cualitativa de macronutrientes como nitrato (NO3%),
fosfato (PO4"3-), potasio (K”*+), calcio (Ca”™2+), magnesio (Mg"2+), y micronutrientes como hierro
(Fe™2+/Fe”3+), manganeso (Mn"2+), zinc (Zn"2+), entre otros (Sparks, 2003).

APLICACIONES PRACTICAS EN LA NUTRICION VEGETAL

e Diagnéstico de deficiencias y excesos nutricionales

La CII permite a los agrénomos y cientificos determinar con precisiéon la disponibilidad de
nutrientes esenciales en el suelo y en soluciones hidroponicas. Mediante la medicion directa de los iones
especificos, es posible identificar deficiencias o excesos que puedan afectar el crecimiento y desarrollo de
los cultivos. Por ejemplo, una baja concentraciéon de nitrato puede indicar la necesidad de ajustar las
aplicaciones de fertilizantes nitrogenados. Al conocer los perfiles iénicos del suelo o de las soluciones
nutritivas, los agricultores pueden ajustar las férmulas de fertilizaciéon de manera precisa. Esto no solo
mejora la eficiencia en el uso de los fertilizantes, reduciendo costos y minimizando el impacto ambiental,
sino que también maximiza la absorciéon de nutrientes por parte de las plantas, mejorando su salud y

rendimiento (Kozaki et al., 2021).

e Monitoreo continuo y mantenimiento de la salud nutricional de los cultivos
La capacidad de realizar analisis rapidos y repetitivos con CII permite un monitoreo continuo de
la disponibilidad de nutrientes en diferentes etapas de crecimiento de los cultivos. Esto es crucial para
ajustar las estrategias de fertilizacion a medida que cambian las condiciones ambientales o los
requerimientos de los cultivos, asegurando asf una nutricién éptima y reduciendo el riesgo de deficiencias
o toxicidades nutricionales (Jones, 2005).
e CII en el analisis de oligonucle6tidos
La cromatografia de intercambio i6nico es ampliamente utilizada para purificar acidos nucleicos,
lo que es esencial para técnicas como la PCR y la secuenciacion genética. Es una técnica analitica poderosa
utilizada en la bioquimica y la biologfa molecular para separar, identificar y purificar compuestos
quimicos, incluidos acidos nucleicos como el ADN y el ARN. Su aplicacion en el analisis de ADN y ARN
es crucial para diversas investigaciones y aplicaciones practicas. LLa cromatografia de intercambio i6nico
separa moléculas basandose en sus cargas eléctricas.
e Separacion de fragmentos de ADN: Diferentes fragmentos de ADN o ARN pueden tener
diferentes cargas netas, permitiendo su separacion eficiente mediante intercambio iénico.
e PDurificacion de ARN: Se utiliza para purificar ARN de alto peso molecular de

contaminantes mas pequefos o de otros tipos de ARN.
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Cromatografia de Afinidad

La cromatografia de afinidad (CA) es una técnica de separacion avanzada basada en la interaccion

especifica entre una proteina objetivo y un ligando que se encuentra unido a una matriz solida. En el

contexto de la biotecnologia agropecuaria, esta técnica es esencial debido a su alta especificidad y

capacidad para purificar proteinas en grandes cantidades y con alta pureza (Rodriguez et al., 2020).

Tipos de ligandos utilizados

Existen diversos tipos de ligandos utilizados en la cromatografia de afinidad, dependiendo de la

naturaleza de la proteina objetivo y de los objetivos especificos de purificacion. Algunos ejemplos

comunes incluyen:

Anticuerpos y antigenos: Utilizados para la purificaciéon de proteinas que tienen una
interacciéon especifica con anticuerpos, como en el caso de proteinas recombinantes

utilizadas en vacunas.

Hapténos: Ligandos que se unen a anticuerpos especificos, como en el caso de toxinas
vegetales o componentes alergénicos en plantas modificadas genéticamente.

Metaliones: Utilizados en la purificacion de enzimas metalo-dependientes o proteinas que

contienen sitios de unién de metales.

Aplicaciones en la Biotecnologia Agropecuaria

En la produccién agricola y ganadera, la cromatografia de afinidad juega un papel crucial en varias

aplicaciones:

Purificacién de enzimas: Muchas enzimas utilizadas en la modificacion genética de
cultivos o en la producciéon de biocombustibles deben ser purificadas en grandes
cantidades y con alta especificidad. La cromatografia de afinidad permite la separacion de
estas enzimas con alta pureza, minimizando la contaminacién con otras proteinas
celulares.

Produccién de vacunas: La purificaciéon de proteinas recombinantes utilizadas como
antigenos en vacunas es esencial para garantizar la eficacia y seguridad de los productos
finales. La cromatografia de afinidad permite la separaciéon de estas proteinas con alta
eficiencia, eliminando contaminantes que podrian afectar la respuesta inmune en los
animales o humanos vacunados.

Mejora de cultivos: En la ingenierfa genética de plantas y cultivos, la purificaciéon de
proteinas clave involucradas en la resistencia a plagas o enfermedades es crucial. La
cromatografia de afinidad facilita la obtencion de estas proteinas en cantidades suficientes
para la investigacion y la aplicacion practica en el campo.
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e DPurificacién de hormonas: La cromatografia de afinidad puede usarse para purificar
hormonas especificas de una mezcla compleja, mejorando la exactitud de los analisis

subsecuentes.

e Estudios de interaccién Hormona-Receptor: Permite estudiar las interacciones entre
hormonas y sus receptores, lo cual es crucial para entender los mecanismos de accién

hormonal (Hirpessa et al., 2020).

CII en el desarrollo de vacunas y antigenos en Biotecnologia Agropecuaria

La cromatografia de afinidad ha revolucionado el campo de la biotecnologia agropecuaria al
facilitar el desarrollo eficiente y preciso de vacunas y antigenos. Este método se ha convertido en una
herramienta indispensable para la purificaciéon de proteinas especificas, permitiendo a los investigadores
y cientificos obtener productos de alta pureza y biolégicamente activos para su aplicacion en la industria

agricola y ganadera.

e Desarrollo de vacunas
En el contexto de la biotecnologia agropecuaria, la cromatografia de afinidad desempefia un papel
crucial en la produccién de vacunas recombinantes. Las vacunas recombinantes se basan en la expresion
de proteinas virales o bacterianas clave en sistemas de expresion heterélogos, como bacterias o levaduras.
Una vez producidas, estas proteinas necesitan ser purificadas para eliminar impurezas y otros
componentes celulares que podrian ser inmunogénicos o causar efectos adversos. I.a cromatografia de
afinidad permite la purificaciéon rapida y eficiente de antigenos recombinantes mediante la captura
selectiva de la proteina de interés utilizando ligandos especificos. Esto no solo aumenta la pureza del
antigeno, sino que también asegura que la vacuna resultante sea segura y efectiva, minimizando la
presencia de contaminantes que podrian inducir respuestas inmunitarias no deseadas en los animales o
humanos vacunados (Razak et al., 2023).
e Produccion de antigenos para diagnostico y tratamiento
Ademas de las vacunas, la cromatografia de afinidad se utiliza ampliamente en la produccién de
antigenos para diagnostico y tratamiento en el campo agropecuario. Los antigenos purificados se emplean
en pruebas diagnosticas para detectar enfermedades especificas en animales y en la evaluacion de la
inmunidad en poblaciones ganaderas. La alta pureza obtenida mediante este método asegura resultados

precisos y confiables en las pruebas de diagnoéstico, mejorando asi la salud y la productividad animal.

Cromatografia de exclusion por tamafio
La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, por sus siglas en inglés) ha emergido como una
herramienta indispensable en la biotecnologfa agropecuaria, proporcionando métodos precisos para la

separacion y purificacion de biomoléculas clave utilizadas en diversos procesos agricolas y ganaderos.
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Esta técnica se fundamenta en la capacidad de separar moléculas segun su tamafio y forma,
independientemente de su carga o afinidad por el soporte estacionario, lo que la convierte en una opcion
versatil para la industria biotecnoldgica. La SEC se basa en el principio de que las moléculas mas grandes
son excluidas de los poros internos del material de empaque, permitiendo que las moléculas mas pequefias
entren en esos poros y, por lo tanto, se retarden en su movimiento a través de la columna (Kumari et al.,

2023).

APLICACIONES DE LA SEC
Purificacion de proteinas y enzimas

En la biotecnologia agricola y ganadera, la purificaciéon de proteinas y enzimas es crucial para el
desarrollo de productos y procesos mejorados. La SEC permite la separacion eficiente de proteinas de
interés a partir de complejas mezclas bioldgicas, como extractos celulares o fluidos corporales de
animales, asegurando que los productos finales sean altamente purificados y funcionales (Wongngam et
al., 2023).

Caracterizacion de vacunas y antigenos

En la produccién de vacunas y antigenos para uso en animales, la SEC desempefia un papel
esencial en la caracterizacion de estos productos biolégicos. Permite evaluar la homogeneidad y la pureza
de las formulaciones vacunales al separar las proteinas virales o bacterianas de los contaminantes
potenciales, garantizando la seguridad y eficacia de los productos finales utilizados en la inmunizacién del

ganado y otros animales (Hossienizadeh et al., 2021).

Andilisis de polisacdridos y dcidos nucleicos

Los polisacaridos y acidos nucleicos son componentes fundamentales en la biotecnologia
agropecuaria, ya sea como moduladores de la respuesta inmune en plantas o como vectores para la entrega
de genes en la ganaderfa. L.a SEC facilita la separacion y purificaciéon de estos compuestos segin su
tamafio molecular, lo que permite investigaciones mas precisas sobre sus propiedades bioquimicas y su

interaccién con otros componentes biolégicos (Jiang et al., 2020).

Cromatografia en columna

La cromatografia en columna (CC) es una técnica de separaciéon basada en la distribucion
diferencial de los componentes de una mezcla entre una fase moévil (eluyente) y una fase estacionaria
(columna). La eleccion de la fase estacionaria y el eluyente es crucial para el éxito de la separacion. Se
utilizan columnas rellenas con materiales como silica gel, alimina o resinas poliméricas, que interactdan

selectivamente con los compuestos basandose en sus propiedades fisico-quimicas. El solvente eluyente
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debe ser compatible con los compuestos a separar y tener propiedades adecuadas de solubilidad y

polaridad (Robards & Ryan, 2021).

Preparacion de Ia muestra y carga de Ia columna

Antes de cargar la muestra en la columna, es esencial prepararla adecuadamente. Esto puede
implicar la extracciéon de los compuestos de interés utilizando solventes organicos apropiados y
concentrando la muestra para aumentar la eficiencia de la separacién. La muestra disuelta se carga
cuidadosamente en la parte superior de la columna, generalmente mediante una técnica de gravedad para

evitar la perturbacion de la fase estacionaria.

Proceso de elucion y recoleccion de fracciones

Una vez que la muestra esta cargada, se procede con la elucién, donde el eluyente se pasa a través
de la columna. Durante este proceso, los compuestos se separan segun sus afinidades con la fase
estacionaria y la fase movil. Se recolectan fracciones individuales en tubos de ensayo o frascos,
monitorizando la elucion mediante técnicas analiticas como la cromatografia en capa fina (TLC) para

determinar la composicion de cada fraccion.

Andlisis y caracterizacion de los compuestos

Finalmente, las fracciones recolectadas se analizan para determinar la presencia y pureza de los
compuestos de interés. Técnicas avanzadas como la espectroscopia UV-Vis, espectrometria de masas y
resonancia magnética nuclear (RMN) se utilizan para caracterizar estructuralmente los compuestos
aislados. Este proceso es crucial para identificar nuevas moléculas bioactivas con potencial farmacolégico

o industrial.

Aplicacion de Ia CC en fitoquimica

La fitoquimica, el estudio de los productos quimicos naturales encontrados en las plantas, ha
experimentado un notable avance gracias a técnicas analiticas como la cromatografia en columna. Esta
técnica, fundamental en el arsenal del fitoquimico moderno, permite la separaciéon y purificacion de
compuestos bioactivos de manera eficiente y precisa. La CC ha revolucionado la fitoquimica al permitir
la purificacién de compuestos bioactivos a partir de plantas con fines terapéuticos y biotecnoldgicos. Los
avances recientes en técnicas de columnas automatizadas y el desarrollo de fases estacionarias mas
selectivas han mejorado la eficiencia y la resolucién de esta técnica, ampliando asi su aplicacion en la

investigacion fitoquimica (Cheng et al., 2023).
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Estudio de caso:

Se extrajeron los principios activos de la Nigella sativa 1., una poderosa planta medicinal y
antioxidante con muchas aplicaciones terapéuticas. La extraccion se realizé mediante Soxhlet y extractos
madre y los principios activos se separé mediante cromatografia en columna de silice con los eluyentes
adecuados. Se determinaron las propiedades antioxidantes todas las fracciones recolectadas. A las
fracciones se les realizaron pruebas fitoquimicas cualitativas para determinar las familias quimicas a las
que pertenecen, identificados y caracterizados por GC-MS y HPLC-DAD. El analisis fitoquimico reveld
metabolitos secundarios como polifenoles, flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenos, cumarinas,
taninos y saponinas. Solo dos disolventes (hexano, acetona) de diferentes polaridades podian extraer y
separar facilmente los componentes de Nigella sativa L. Por lo tanto, la actividad antioxidante de Nige/la

sativa L se atribuyé mas a los flavonoides y polifenoles que a los 4cidos grasos (Tiji et al., 2021).

APLICACIONES ESPECIFICAS DE LLA CROMATOGRAFIA EN LA BIOTECNOLOGIA
AGROPECUARIA

Mejora genética de cultivos

La cromatografia juega un papel crucial en la identificacion y cuantificacion de metabolitos
secundarios y compuestos bioactivos en plantas y en plantas transgénicas mejoradas genéticamente (Kaur
et al., 2021; Ojiewo et al.,, 2020; Yang et al,, 2021). Esto permite:

e Seleccion de variedades superiores: Detectar marcadores quimicos asociados con rasgos
deseables, como resistencia a enfermedades y mayor contenido nutricional.

e FDvaluaciéon de la seguridad alimentaria: Asegurar que los cultivos transgénicos no
contienen compuestos toxicos o alérgenos.

La cromatograffa, una técnica analitica utilizada para separar y analizar compuestos quimicos,
tiene aplicaciones significativas en la mejora genética de cultivos. Aqui se describen algunas formas en las

que esta técnica se emplea en este campo:

Analisis de metabolitos secundarios

La cromatograffa, especialmente la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se utiliza
para identificar y cuantificar metabolitos secundarios en las plantas. Estos compuestos, como alcaloides,
flavonoides y terpenoides, pueden influir en la resistencia a plagas y enfermedades, asi como en la calidad

nutricional y organoléptica de los cultivos.
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Seleccion de variedades con caracteristicas deseadas

La cromatografia de gases (GC) y HPLC se emplean para analizar perfiles de metabolitos en
diferentes variedades de cultivos. Esto permite a los mejoradores seleccionar aquellas variedades que
presentan concentraciones 6ptimas de compuestos beneficiosos, contribuyendo a la creacion de cultivos

con mejores propiedades nutritivas, sabor y aroma.

Identificacion de marcadores bioquimicos

La cromatografia puede ayudar a identificar marcadores bioquimicos asociados con rasgos
agronémicos importantes, como la resistencia a enfermedades, tolerancia a estrés ambiental y eficiencia
en el uso de nutrientes. Estos marcadores pueden utilizarse en programas de seleccion asistida por

marcadores (MAS) para acelerar el desarrollo de nuevas variedades.

Desarrollo de cultivos con propiedades nutricionales mejoradas

Mediante la cromatografia, se puede evaluar la presencia y concentracion de vitaminas,
aminoacidos esenciales y otros nutrientes en las plantas como la composicién de acidos grasos en cultivos
oleaginosos como soja, canola y girasol. Esto permite a los mejoradores genéticos trabajar en la mejora
del contenido nutricional de los cultivos, abordando problemas de desnutricion y deficiencias

alimentarias.

Estudio de Ia respuesta al estrés

La cromatografia se utiliza para estudiar los cambios en el perfil de metabolitos en respuesta a
diferentes tipos de estrés, como la sequia, la salinidad y el ataque de patdgenos. Estos estudios ayudan a

entender los mecanismos de resistencia y a desarrollar cultivos mas resilientes.

Deteccion de compuestos no deseados

La cromatograffa puede detectar la presencia de compuestos toxicos o alérgenos en los cultivos.
Esto es crucial para garantizar la seguridad alimentaria y desarrollar variedades que no acumulen estos

COI’IlleCStOS.

Estudio de caso

Se realiz6 retrocruzamiento asistido por marcadores entre variedades endogamicas de mafz dulce
pobres en B-caroteno y lineas endogamicas ricas en B-caroteno para mejorar la concentracién de
carotenoides. Por técnicas cromatograficas (HPLC), se midi6 la concentraciéon de carotenoides y se
determiné que los hibridos producidos mediante el cruce de lineas mejoradas estaban a la par de los

hibridos originales en cuanto al contenido de 3-caroteno (Rathinavel et al., 2023).
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Produccion animal

En la produccién animal, la cromatografia desempefia un papel crucial en la mejora de la salud
animal, la seguridad alimentaria y la eficiencia de la produccién. Esta técnica permite la separacion,
identificacién y cuantificacion de los componentes de mezclas complejas, facilitando el analisis de
sustancias como hormonas, antibiéticos, vitaminas, acidos grasos y toxinas (Hirpessa et al., 2020; Kumar
et al,, 2020; Stachnjuk et al., 2021). En la produccién animal, la cromatograffa se utiliza para:

e Monitoreo de la alimentacién animal: Analizar la composicion de piensos y suplementos para

asegurar una nutricion equilibrada.

e Diagnostico de enfermedades: Detectar biomarcadores especificos en sueros y tejidos animales

para un diagnéstico temprano y preciso de enfermedades.

e Deteccion de residuos de antibioticos: Uno de los usos mas criticos de la cromatografia en la
produccion animal es la deteccion de residuos de antibidticos en productos carnicos y lacteos.
Los antibiéticos son ampliamente utilizados en la produccién animal para prevenir
enfermedades y promover el crecimiento. Sin embargo, el uso indebido o excesivo puede
resultar en residuos en los productos animales, lo que puede ser perjudicial para la salud
humana.

Anilisis de contaminantes y toxinas: Ademas de los residuos de antibiéticos, la cromatografia se
utiliza para detectar otros contaminantes y toxinas, como micotoxinas, pesticidas y metales pesados. Estos
contaminantes pueden entrar en la cadena alimentaria animal a través del pienso contaminado o del medio
ambiente. .a HPLC y la GC, a menudo en combinacién con MS, son herramientas esenciales para el
analisis de estas sustancias. Por ejemplo, la cromatografifa de gases acoplada con espectrometria de masas
(GC-MS) es extremadamente eficaz para la deteccion de pesticidas, mientras que la HPLC-MS es ideal

para el analisis de micotoxinas.

Andlisis de hormonas y metabolitos

La monitorizacién de hormonas y metabolitos en los animales es vital para evaluar su estado de
salud y bienestar. I.as hormonas, como el cortisol, pueden indicar niveles de estrés, mientras que otros
metabolitos pueden reflejar el estado nutricional y metabodlico. La HPLC es una técnica dominante en el
analisis de hormonas debido a su capacidad para separar compuestos complejos y su compatibilidad con
diversos detectores, como el detector UV y el MS. Por otro lado, la GC es util para el analisis de

metabolitos volatiles.
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Diagnéstico de Enfermedades

La cromatografia se emplea en el diagnéstico de enfermedades mediante el analisis de

biomarcadores especificos en muestras biolégicas como sangte, orina y tejidos.

Estudios de Digestibilidad

La cromatografia se utiliza para estudiar la digestibilidad y el metabolismo de los nutrientes en los
animales. Esto incluye el analisis de acidos grasos, aminoacidos y otros componentes del alimento a lo
largo del tracto digestivo.

Mejora reproductiva (deteccion de ciclos estrales): El analisis de hormonas reproductivas
permite la deteccion precisa de los ciclos estrales en hembras, lo que es fundamental para la sincronizacion
de la inseminacion artificial y la mejora de las tasas de concepcion.

Produccion de hormonas y bioensayos

¢ Produccion de hormonas recombinantes: La cromatografia se utiliza en la purificacion
de hormonas recombinantes utilizadas en tratamientos de fertilidad y en la produccién
ganadera.

e Bioensayos de actividad hormonal: Se emplea para desarrollar bioensayos que miden

la actividad biolégica de las hormonas en diferentes condiciones experimentales.

Biocombustibles y bioenergia

La cromatografia es una técnica analitica que se utiliza ampliamente en la investigacion y
producciéon de biocombustibles y bioenergfa. Su uso en este campo abarca varias etapas, desde la
caracterizacion de materias primas hasta el analisis de productos finales y subproductos (Beccaria et al.,
2021; Singh et al., 2022; Vinoth-Kumar et al,, 2020). A continuacién, se detallan algunos de los usos
especificos de la cromatografia en la generacién de biocombustibles y bioenergfa:

Optimizaciéon de procesos de fermentacién: Monitorear la produccién de etanol, biogas y otros
biocombustibles a partir de biomasa agricola.

Analisis de subproductos: Identificar y cuantificar compuestos secundarios que puedan afectar la

eficiencia del biocombustible.

Caracterizacion de materias primas

Las materias primas para biocombustibles incluyen biomasa como algas, residuos agricolas, y
aceites vegetales. La cromatografia, especialmente la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC), se utilizan para:
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e Identificacién y cuantificaciéon de componentes: Determinar la composiciéon quimica

de las materias primas, incluyendo lipidos, azucares, lignina y celulosa.

e Analisis de impurezas: Identificar y cuantificar impurezas que podrian afectar la

eficiencia de la conversién a biocombustibles.

Monitoreo del proceso de produccion
Durante la produccién de biocombustibles, la cromatografia es esencial para monitorear y
optimizar las reacciones quimicas involucradas. Esto incluye:

e Fermentacion: Seguimiento de la fermentacioén de azdcares a etanol o butanol mediante

HPLC para cuantificar la concentracion de productos y subproductos.

e Transesterificacién: En la producciéon de biodiésel a partir de aceites vegetales, la GC
se utiliza para analizar los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) y asegurar la calidad

del biodiésel.

e DPirdlisis y gasificacion: Anilisis de los productos gaseosos y liquidos obtenidos
mediante pirolisis y gasificacion de biomasa utilizando GC para evaluar la eficiencia del

proceso y la composicion del gas de sintesis.

Control de calidad del producto final
Para asegurar que los biocombustibles cumplen con las normas y especificaciones, la
cromatografia se emplea en el control de calidad:

e Pureza del producto: Determinacion de la pureza del biodiésel, bioetanol, biobutanol,

etc., mediante GC y HPLC.

¢ Deteccion de contaminantes: Identificaciéon de contaminantes como glicerol, metanol,

y otros subproductos que puedan afectar el rendimiento del motor y las emisiones.

Andlisis de subproductos y residuos
La produccion de biocombustibles genera varios subproductos y residuos que también necesitan
ser analizados como:

e Valoraciéon de subproductos: La cromatografia permite analizar subproductos como
glicerol (en la produccién de biodiésel) para su posible uso en otros procesos industriales.

e Tratamiento de residuos: Identificacion de compuestos presentes en residuos para su

tratamiento adecuado y minimizacién de impactos ambientales.
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Ejemplos de aplicaciones en Ia produccion de biocombustibles

o Analisis de lipidos en algas: La HPLC se utiliza para analizar el contenido de lipidos en algas,
que son una fuente potencial de biodiésel.

. Determinacién de azicares en biomasa lignocelulésica: La GC y HPLC permiten cuantificar
los azucares liberados durante la hidrélisis de la biomasa lignocelulésica, crucial para la produccion

de bioetanol.

. Caracterizacion de biocombustibles avanzados: Para biocombustibles de segunda y tercera

generacion, la cromatografia ayuda a caracterizar y optimizar nuevos procesos de produccion.

Aplicaciones en ecologia quimica

La ecologia quimica estudia las interacciones quimicas entre organismos y su entorno. La
cromatograffa es una herramienta clave para identificar y caracterizar los compuestos quimicos

implicados en estas interacciones (Mbaluto et al., 2020).

Identificacion de semioquimicos

Los semioquimicos son sustancias quimicas que median la comunicacion entre organismos. Estos

incluyen feromonas, aleloquimicos y kairomonas, entre otros.

e Feromonas: Son sustancias quimicas emitidas por un individuo que afectan el
comportamiento o la fisiologfa de otro individuo de la misma especie. Por ejemplo, las
feromonas sexuales en insectos que se utilizan para el monitoreo y control de plagas.

Aplicacion de GC-MS: La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
permite la identificacién precisa de feromonas en mezclas complejas, facilitando el desarrollo de trampas
y cebos especificos para el control de plagas.

e Aleloquimicos: Son compuestos quimicos que influyen en organismos de diferentes
especies. Estos pueden ser alelopaticos, que inhiben el crecimiento de otras plantas, o
atractivos para polinizadores y otros organismos beneficiosos.

Uso de HPLC: La HPLC se utiliza para aislar y cuantificar aleloquimicos en extractos de plantas,
ayudando en el desarrollo de cultivos con propiedades alelopaticas para el control de malezas.

e Kairomonas: Son sustancias quimicas emitidas por un organismo y detectadas por un
organismo de otra especie, beneficiando al receptor, pero no al emisor. Un ejemplo es el
uso de kairomonas en trampas para el manejo de insectos plaga. El identificar kairomonas
activas en insectos plaga, mejora las estrategias de manejo integrado de plagas. La CG es
ideal para este tipo de analisis (Montagné et al., 2022).

Beneficios de la cromatografia en la Biotecnologfa Agropecuaria
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La integraciéon de técnicas cromatograficas en la biotecnologfa agropecuaria ofrece multiples

beneficios:

e Mejora en el manejo de plagas: La identificacion de semioquimicos especificos permite
desarrollar métodos de control de plagas mas efectivos y ambientalmente amigables.

e Optimizacién de produccién agricola: El analisis de compuestos bioactivos en plantas
contribuye a la selecciéon de cultivos con caracteristicas deseables, como resistencia a

enfermedades o mayor eficiencia en el uso de nutrientes.

e Sostenibilidad ambiental: La cromatografia ayuda a detectar y monitorizar contaminantes y
residuos quimicos en el medio ambiente, promoviendo practicas agricolas mas sostenibles

(Bandeira et al., 2021).

Cromatografia en la deteccion de plaguicidas en el campo agropecuario

La cromatografia es una técnica esencial en la deteccion y analisis de plaguicidas en el campo
agropecuario. Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para proteger los cultivos de plagas,
enfermedades y malezas, pero su uso indebido puede tener efectos perjudiciales en la salud humana y el
medio ambiente. Por lo tanto, el monitoreo preciso y eficiente de los residuos de plaguicidas es crucial
para garantizar la seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental (Narenderan et al., 2020).

La deteccion de plaguicidas mediante cromatografia implica varios pasos clave: la extraccion de
los plaguicidas de las muestras agropecuarias, la separaciéon de los componentes mediante técnicas
cromatograficas, y la identificacion y cuantificacion de los plaguicidas mediante detectores adecuados.

Extraccion de plaguicidas: La extraccion es el primer paso crucial y puede realizarse mediante
diversos métodos como la extracciéon en fase solida (SPE), la extracciéon liquido-liquido (LLE), y la
microextraccion en fase soélida (SPME). Estos métodos buscan aislar y concentrar los plaguicidas
presentes en las muestras.

Separacion Cromatografica: Una vez extraidos, los plaguicidas se separan utilizando técnicas
cromatograficas. La eleccion de la técnica depende de las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas.
La GC es preferida para plaguicidas volatiles, mientras que la HPLC es adecuada para aquellos que no
son volatiles.

Detecciéon y Cuantificacion: Los plaguicidas separados se detectan y cuantifican utilizando
diversos detectores. Los detectores de espectrometria de masas (MS) acoplados a GC o HPLC son
altamente sensibles y especificos, permitiendo la identificacién y cuantificaciéon precisa de los plaguicidas.
Otros detectores incluyen el detector de captura de electrones (ECD) y el detector de fotometria de llama

(FPD) (Mandal et al., 2023).

| 178 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

Tipos de Cromatografia utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC):
e Principio: Separacién de compuestos basada en su interaccion con una fase estacionaria
y una fase movil liquida.
e Aplicaciones: Utilizada para plaguicidas polares y no volatiles.
e Ventajas: Alta resolucién, precision y capacidad de manejar una amplia gama de
compuestos.
Cromatografia de Gases (GC):
e Principio: Separaciéon de compuestos volatiles en una fase gaseosa a través de una
columna.
e Aplicaciones: Ideal para plaguicidas volatiles y semi-volatiles.
e Ventajas: Alta sensibilidad y selectividad, especialmente cuando se acopla con detectores

especificos.

Meétodos de Deteccion
Deteccion por Espectrometria de Masas (MS):
e Principio: Ionizaciéon de moléculas y andlisis de su relacion masa/carga (m/z).
e Aplicaciones: Usado conjuntamente con HPLC o GC (HPLC-MS, GC-MS) para
identificar y cuantificar plaguicidas.
e Ventajas: Alta sensibilidad y especificidad, capaz de identificar compuestos en

concentraciones muy bajas.

Detecciéon por Fotometria de Llama (FID):
e Principio: Deteccion basada en la ionizacién de compuestos organicos en una llama de
hidrégeno.
e Aplicaciones: Frecuentemente usado en GC.
e Ventajas: Alta sensibilidad para compuestos organicos, simple y robusto.
Deteccion por Captura de Electrones (ECD):
e Principio: Detecta compuestos que capturan electrones, tipicamente halogenados.
e Aplicaciones: Adecuado para detectar plaguicidas organoclorados.

e Ventajas: Muy sensible para compuestos con alta afinidad electrénica.

Procedimiento general

a) Muestreo y preparacion de la muestra:
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e Las muestras de frutas y vegetales son recolectadas y preparadas (lavadas, peladas,
cortadas) segun protocolos estandarizados.
e Se realiza una extraccion de plaguicidas utilizando disolventes apropiados, seguido de una
limpieza del extracto (p.ej., mediante técnicas de QuEChERS).
b) Analisis cromatografico:
e FEl extracto purificado se inyecta en el sistema cromatografico (HPLC o GC).
e Se procede a la separacion de los compuestos de interés en la columna cromatografica.
¢) Detecciéon y cuantificacion:
e Los compuestos separados son detectados mediante los detectores mencionados (MS,
FID, ECD).
e Los resultados son comparados con estandares conocidos para identificar y cuantificar

los plaguicidas presentes en la muestra.

Ventajas y Desafios

e Ventajas: Alta sensibilidad, especificidad y capacidad para analizar multiples plaguicidas

simultaneamente.

e Desafios: Necesidad de equipamiento especializado y personal capacitado, costos

elevados y la complejidad de la preparacién de muestras.

Normativas y Regulaciones

El analisis de plaguicidas en frutas y vegetales esta regulado por organismos internacionales y
nacionales (COFEPRIS, EFSA, EPA, FDA). Estas entidades establecen limites maximos de residuos
(LMRs) y proporcionan directrices para los métodos analiticos aceptables.

En resumen, la cromatograffa y la detecciéon de plaguicidas son esenciales para garantizar la
seguridad alimentaria y proteger la salud publica. L.a combinacion de técnicas avanzadas de separacion y

deteccion permite un analisis preciso y confiable de residuos de plaguicidas en frutas y vegetales.

CONCLUSIONES

La cromatografia es una herramienta indispensable en la biotecnologia agropecuaria,
proporcionando métodos precisos y fiables para el analisis y purificaciéon de una amplia variedad de
compuestos biolégicos. Su aplicaciéon en la produccion de proteinas, el analisis de metabolitos
secundarios, la detecciéon de contaminantes, el mejoramiento genético y la evaluacion de la composicion
nutricional es crucial para el avance y la sostenibilidad de la agricultura y la ganaderia. Con el continuo
desarrollo de nuevas tecnologfas y métodos, la cromatografia seguira siendo un pilar fundamental en la

biotecnologia agropecuaria, contribuyendo a la mejora de la productividad y la calidad en este sector vital.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue producir 7 vitro diferentes especies de Cactaceas y Agavaceas,
para evaluar su tolerancia ante diferentes metales pesados. Para esto, se propagaron 7 vitro nueve especies
de cactaceas y cinco especies de agavaceas, las cuales se sometieron en el laboratorio a diferentes
concentraciones de metales pesados, evaluando principalmente el desarrollo de la parte aérea y de la raiz.
De acuerdo con los resultados obtenidos se propagaron exitosamente las plantas 7z vitro y las especies de
plantas para ser utilizadas en la remediacion de suelos contaminados fueron: Agave celsii, A. salmiana,

Opuntia amyclaea, O. ficus-indica 'y O. robusta.

INTRODUCCION

La contaminacion con metales pesados en el ambiente representa un impacto devastador para el
hombre, los animales y las plantas, sobre todo por las altas concentraciones de estos elementos en el
suelo, en sedimentos y en el agua, y que por su capacidad bioacumulativa entran a las cadenas troficas,
llegando en muchos casos a los alimentos que consumimos, lo cual pude ocasionar problemas serios en
la salud humana, en la biodiversidad y en el ambiente. L.a mitigaciéon de este tipo de contaminacion,
requiere de la participacion de todos, pero sobre todo el desarrollo de estudios profundos con la
participacion de las instituciones de investigacién y con el apoyo de todos los niveles de gobierno
(Calderén-Guevara et al., 2023).

Una de las alternativas mas prometedoras para resolver este problema, es el uso de plantas
tolerantes a los metales pesados, que reduzcan de manera considerable las altas concentraciones en suelos
contaminados. De acuerdo con diversos estudios realizados, algunas especies de cacticeas y agavaceas
pueden ser utilizadas en programas de fitorremediacién de suelos (Pitagan et al., 2023; Stavi, 2022), lo
cual se comprob6 en los resultados del presente estudio.

El género Agave comprende 300 especies que se consideran nativas de América. Su distribucién

son las zonas aridas y semiaridas. Son monocotiledéneas, suculentas con hojas en forma de roseta. El
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Agave es una excelente alternativa para cultivar, por su capacidad de crecer con recursos hidricos
limitados (Tripathi et al., 2023). El alto nimero de especies endémicas en México es debido a la diversidad
y a su fisiologifa que les permite adaptarse a suelos pobres y con baja humedad. Es una planta
hermafrodita, que posee inflorescencia en espiga. Sus flores son de color amarillo verde. Su fruto es
capsular, lefioso, alargado (Barrientos et al., 2020).

La familia Cactaceae presenta cerca de 130 géneros con 1850 especies nativas del continente
americano. México es el pafs que presenta la mayor diversidad de cactaceas en el mundo con 670 especies.
Son especies que se consideran claves de las zonas aridas y semiaridas de América. Las cactaceas tienen
gran diversidad en formas y tamafios, desde muy pequefias hasta gigantes. Son un grupo monofilético
(provienen de un solo ancestro comun). Entre sus caracteristicas estan la presencia de areolas que son
yemas axilares (zonas meristematicas). El cambio evolutivo mas representativo o adaptacion fisioldgica,
es el reemplazo de espinas por hojas, lo que le da una doble adaptacion a la pérdida de agua y le sirven
como proteccion (Schwertner-Chario et al., 2023).

Todas las cacticeas tienen caracteristicas altamente especializadas como tejidos que almacenan
agua. Las plantas de zonas aridas muestran adaptaciones morfoldgicas (reduccion de la superficie de la
hoja o ausencia de ella) para soportar la falta de humedad y largos periodos de sequia. Los Agaves y
Cactaceas son plantas CAM (Metabolismo acido de las crasulaceas) ya que absorben CO, por la noche
para conservar la humedad (Perumal et al., 2021; Tripathi et al., 2023).

México tiene una gran diversidad de especies con el metabolismo CAM. La fotosintesis C4y CAM,
son los mecanismos que han surgido de la evolucion de las plantas para disminuir la pérdida de la energfa
que se asocia a la fotorrespiracion. Las plantas CAM xerofitas responden a la capacidad de incremento
en la eficiencia en el uso del agua al abrir las estomas durante la noche, cuando las tasas de transpiracion
son menores. Para las cacticeas que viven en ambientes aridos, la asimilaciéon de CO. tiende a
incrementarse de manera lineal con el fluyjo de fotones para la fotosintesis (400 y 700 nm) y se satura
cuando el flujo de fotones para la fotosintesis total diaria alcanza 30 mol m”d". La asimilaciéon de CO»
en Agave deserti y Ferocactus acanthodes es de 25/15 °C (Andrade et al., 2007).

Mas de 700 especies vegetales en todo el mundo tienen la capacidad de acumular en sus tejidos,
sobretodo en la parte aérea, altas cantidades de metales, este proceso fisiolégico es una adaptacion de las
plantas a los suelos metaliferos donde crecen y se desarrollan (Alfonso et al., 2020). Por todo esto, el
objetivo del presente trabajo fue propagar Iz vitro diferentes especies de cactaceas y agavaceas, para
evaluarlas como tolerantes a los metales pesados, para su posible uso en programas de fitorremediacion

de suelos.
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PROPAGACION IN VITRO DE PLANTAS TOLERANTES A METALES PESADOS

La propagacioén iz vitro es una reproduccion asexual en plantas que mediante la adiciéon de
hormonas vegetales como auxinas y citocininas a un medio de cultivo, las especies vegetales se
reproducen en corto tiempo, en espacios reducidos, obteniendo plantas sanas. Esta herramienta sirve en
la investigacion con metales pesados, porque ayuda a entender las relaciones plantas-contaminantes
(Perales et al., 2019).

Los Agaves se propagan mediante biotecnologia vegetal para el establecimiento z vitro, sobre
todo mediante el uso de semillas, ya que presenta mayor porcentaje de asepsia, hasta un 90%. La
propagacion zz vitro cada vez es mas utilizada para la reproduccién y conservacion de especies de zonas
aridas y semidridas (Aguilar-Rito et al., 2023).

Las cactaceas tienen un ritmo de crecimiento muy lento y largos ciclos de vida (Schwertner-
Chario et al., 2023). Una de las dificultades que presentan las plantas tolerantes a metales pesados, es el
desarrollo de una metodologia eficiente para su propagacion. El cultivo de tejidos vegetales o propagacion
in vitro son de gran importancia para tener un gran numero de plantas y reducir los problemas de
contaminaciéon ambiental (Piotto et al., 2014). Son eficientes para la produccién de plantas, ya que no
solo permite generar grandes cantidades, sino que también se pueden realizar estudios para evaluar su
efectividad para reducir la presencia de contaminantes (Perales et al,, 2019).

En la figura 1a se observan tres explantes zz vitro del género Opuntia 'y en la figura 1b una planta

completa de Agave con su parte aérea y raiz.

Figura 1. a) Explantes del género Opuntia y b) Planta regenerada 7 vitro del género Agave.

Para el éxito de la propagacion 7 vitro de agaves y cactaceas se utiliza la citocinina 6-benciladenida
(BA) que promueve la division y diferenciacion celular, y el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)
conocido como MS. Se establecen 7 vitro los explantes (tejido meristematico) para pasar a una etapa de
multiplicacién, seguida de una etapa de enraizamiento que consiste en inducir las rafces de los brotes

obtenidos en la etapa de multiplicacion y finalmente las plantas pasan a una etapa de aclimatacion, que es
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en primer lugar en invernadero, para concluir finalmente en la adaptaciéon en campo (Aureoles-Rodriguez
et al,, 2008).

Muchas especies de zonas aridas y semiaridas se encuentran amenazadas o en peligro de extincion
y el empleo de la técnica de propagacion z vitro ayuda a la multiplicacién y conservacion de especies como
los Agaves y Cactaceas, como las especies Opuntia robusta y Agave peacockii (Figura 2) (Aureoles-Rodriguez
et al,, 2008).

Figura 2. a) Brotes de Opuntia robusta y b) Brotes de Agave peacockii.

Para la induccién de brotes de Agaves se afiade al medio de cultivo MS 2 mg .'de BAy 8 g "
de agar SIGMA. Para las cacticeas se utiliza 1 mg . de BA y 10 g " de agar SIGMA. Esto con el fin de
obtener el mayor nimero de plantas posibles en poco tiempo y con la formacién y desarrollo de las raices

para regenerar la planta completa.

METALES PESADOS Y LA CONTAMINACION DEL SUELO

Los metales pesados estan presentes naturalmente en los suelos, en diferentes concentraciones
de acuerdo con el material que le dio origen, pero actualmente se presenta una acumulacion antropogénica
por las actividades humanas como la minerfa. En el suelo la movilidad de los metales pesados disminuye
cuando se incrementa el pH. Los metales causan dafios a las plantas debido a que reducen la actividad
enzimatica. Si el metal tiene alta solubilidad con el suelo como el Cadmio (Cd), se transloca a las partes
aéreas de las plantas, aumentado el riesgo de que sea incorporado a la cadena alimenticia, por su similitud
con el Ca. Entre los efectos toxico de los metales en plantas se encuentra la clorosis, reduccién de la
actividad fotosintética, inhibicién en la apertura de estomas y reducciéon en la actividad enzimatica

(Riopedre-Galan et al., 2021).
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Los metales pesados son elementos quimicos que tienen una alta densidad y son toxicos en
concentraciones muy bajas (ppm) como Cu, Cd, Cr y Pb. La bioacumulacién es el proceso mediante el
cual los metales pesados pueden pasar a los diferentes cultivos y organismos vivos. Las plantas necesitan
de micro y macro nutrientes, algunos metales Fe, Mn y Zn son esenciales para metabolismo, pero en
concentraciones altas son toxicos (Pérez-Garcia et al., 2023). Otro grupo de metales como Cd, Cr y Pb
no presentan funcion biolégica conocida y en concentraciones bajas provocan disfunciones graves en las
plantas (Alberto et al., 2022).

La movilidad de los metales pesados en el suelo y la absorcion en plantas se relaciona con el pH,
el contenido de materia organica, potencial redox etc. Es importante estudiar la composicién y
propiedades del suelo para comprender el paso de los metales pesados a las plantas (Pérez-Garcia et al.,
2023).

La exposicioén a metales pesados causa dafios ambientales graves y dafios directos al hombre por
los efectos negativos sobre la salud. Los metales pesados encontrados en suelos son Cu, Cr, Pb, Mn y
Zn (Guzman-Morales et al,, 2021a).

Los metales pesados presentan diferentes efectos sobre las plantas, en el cuadro 1, se mencionan

los principales efectos de la toxicidad de estos elementos en la fisiologfa y morfologia de las plantas.

Cuadro 1. Efectos adversos de los metales pesados en las plantas.

Metal pesado Efectos en plantas

Cd Interfiere en la absorcion y el transporte de Ca, Mg, P y K.
Disminuye la fijaciéon de nitrégeno.

Cu Reduccion de la biomasa.
Malformacion.

Cr Dafia la morfologfa de la planta.

Disminucién en la adquisicion de nutrientes.
Fe Menor crecimiento.
Reduccion de la biomasa.
Mn Manchas de colot marton.
Necrosis en hojas, peciolo y tallo.
Pb Inhibe el alargamiento de la rafz y tallo.
Engrosamiento irregular en la rafz.
/n Alteraciones en las estructuras de los cloroplastos.

Deficiencia de nutrientes porque compite con P, Mg y Mn.
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PROBLEMATICA DE CONTAMINACION EN ZONAS ARIDAS Y SEMIARIDAS

Los Agaves y las Cactaceas tienen una gran importancia ecolégica para las zonas aridas y
semiaridas. La pérdida de su habitat y la disminucién en sus poblaciones va en aumento cada difa y se
encuentran amenazadas o en peligro de extincion, debido a cambios ambientales por sitios contaminados.
Su anilisis, estudio e investigacion para resolver las problematicas ambientales debe incrementarse debido
a que son plantas adaptadas a condiciones adversas y que poseen mecanismos de resistencia ante toxicos
como los metales pesados (Bezerra-Silva et al., 2024).

En México la contaminacion del suelo y del agua (superficial y subterranea) ha aumentado como
resultado de la explotacién de nuestros recursos naturales mediante actividades humanas que provocan
dafos graves al ambiente en todos los ecosistemas. La valoracion de las especies vegetales en ambientes
contaminados contribuye al manejo técnico-biolégico para restablecerlas y utilizarlas para
biorremediacién (Chang-Quijano et al., 2021).

En sitios contaminados por la minerfa se pierde la cubierta vegetal y la erosion se incrementa
(Pérez-Garcia et al., 2023). En el estado de Aguascalientes en los municipios de Asientos y Tepezala, se
presenta esta problematica en sitios cercanos a cuerpos de agua como la presa El Niagara, debido a
actividades mineras para la extraccion de metales como plata, oro, plomo, cobre y zinc. Los ecosistemas
han sufrido un impacto negativo. El suelo funciona como filtro, pero si se rebasan los limites de
contaminacion se pierde su capacidad amortiguadora (Perales et al., 2019).

La presencia de metales pesados en el suelo altera la sostenibilidad de la cadena tréfica y provoca
dafios mas graves a los ecosistemas. LL.os metales pesados tienen una relacion directa en la contaminacion
de los suelos, principalmente mediante el riego con agua contaminada. I.a contaminacién de suelos con
metales pesados destruye el poder de autodepuraciéon natural por procesos de regeneraciéon bioldgica
normal. En plantas, los metales pesados afectan negativamente los habitats, lo que deriva en problemas
ecoldgicos, evolutivos y nutricionales (Alberto et al., 2022).

La contaminacion del ambiente por metales pesados tiene un impacto negativo fuerte en los
recursos naturales y en los seres vivos, poniendo en peligro la supervivencia del planeta. Conocer la
concentracion de elementos toxicos en los ecosistemas nos ayuda a saber la calidad de los suelos y sirve

como fundamento para realizar estudios para resolver esta problematica a nivel mundial (Mufiz, 2022).

REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS

Para remediar suelos contaminados por metales pesados se usan técnicas fisicas como la
excavacion, fijacién y lixiviacién, pero presentan costos elevados y deterioran el sitio tratado. Por otro
lado, existen plantas que por su naturaleza pueden establecerse en medios contaminados por metales
pesados y acumularlos en sus tejidos, lo que se conoce como fitorremediacién, que comprende los

procesos dirigidos a liberar el contaminante de la matriz del suelo (descontaminacién) o retenerlos en
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dicha matriz (estabilizacion). Es una técnica que ha ganado aceptacion, porque es una tecnologia limpia
que contribuye a la conservacién de plantas del semidesierto (Pérez-Villar et al., 2022).

Durante estos ultimos afios, ha avanzado la tecnologfa para eliminar metales pesados. La
biorremediaciéon trata residuos toxicos, entre los métodos de esta tecnologia se encuentra la
fitorremediacioén que es el uso plantas para depurar sitios contaminados, principalmente con dos técnicas
la fitoextracciéon y la fitoestabilizacion (Cartaya et al., 2022). La fitorremediacién es una alternativa
ecoldgica, moderna, que utiliza plantas para detoxificar suelos contaminados, de manera econémica y
ambientalmente aceptada. Este método recupera la cubierta vegetal de los suelos y se emplea en todo el
mundo (Guzman-Morales et al., 2021b).

La disponibilidad de un modelo de cultivo econémico, rentable, para estudiar mecanismos de
acumulacién en plantas ante la presencia de téxicos, como los mecanismos de fitoextraccion,
fitoestabilizaciéon son métodos de fitorremediacion para remediar zonas contaminadas por metales
pesados (Guzman-Morales et al., 2021).

La toxicidad de los metales pesados en plantas depende de la especie, el metal involucrado, su
concentracion, la forma quimica, la composicion del suelo y su pH (Alberto et al., 2022). La evaluacién
del potencial de fitorremediaciéon en suelos con metales pesados, se puede estimar mediante los
coeficientes biolégicos, como el coeficiente de absorciéon biolégica que se estima dividiendo la
concentracion del metal en la raiz entre la concentracion del metal en el suelo. El factor de translocacion
biologico o de transferencia bioldgica, asocia la concentracion del metal en la raiz entre la concentracion
del metal en la parte aérea de la planta (Pérez-Villar et al., 2022).

La fitorremediaciéon de suelos contaminados por metales pesados es una técnica con grandes
posibilidades actualmente y es muy amigable con el ambiente. El uso de plantas tolerantes a altos niveles

de metales en suelo permite la restauracion y conservacion de suelos contaminados (Prieto et al., 2009).

MECANISMOS DE RESISTENCIA EN PLANTAS A LOS METALES PESADOS

Algunas especies desarrollan mecanismos complejos fisiolégicos para minimizar los efectos
negativos de los metales pesados, a través de la absorcién, acumulaciéon y translocacién de estos
contaminantes en el tejido vegetal. Gracias a estos mecanismos los dafios en las células no se presentan,
provocando asi la tolerancia de las plantas ante estos toxicos. Las plantas degradan, extraen o inmovilizan
a los contaminantes, por ello el impacto de su estudio. Los mecanismos fisiologicos permiten secuestrar
rapidamente el metal y acumularlo en las partes aéreas, la planta se desarrolla sin presentar efectos toxicos
visibles (Guzman-Morales et al., 2021).

Los principales mecanismos que se presentan en las células vegetales en plantas usadas para
biorremediacion son (Shaari et al., 2021):

1) Unién en la pared celular
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2) Cambios en la permeabilidad de iones
3) Exclusion activa

4) Biotransformaciéon

5) Quelacion extra e intracelular

6) Compartimentacion del metal

La absorcion de Cd en la célula vegetal es a través de transportadores de Ca, Fe, Mn, Cuy Zn. El
Cay el Cd para transportarse compiten por los mismos canales de Ca. El Cd es movil y soluble en agua
entonces ingresa por la raiz, por lo general el Cd se queda en la raiz, gracias a un sistema complejo de
adsorcién, quelacién y compartimentacion. Algunos metales pesados se quedan retenidos en la pared
celular de las raices (Shaari et al., 2021).

Los contaminantes pueden entrar a la planta por via foliar, dependiendo de la morfologia y la tasa
de respiracion de la planta para su ingreso (Riopedre-Galan et al., 2021).

El conocimiento de los mecanismos especificos aporta informacién relevante para los modelos
biolégicos y poder asi utilizar plantas para descontaminar los suelos (Cortés et al.,, 2018). Existen las
plantas clasificadas como metal6fitas, que han desarrollado mecanismos fisioldgicos para resistir, tolerar
y sobrevivir en suelos contaminados por las actividades mineras (Jara-Pena et al., 2014).

Los metales pesados provocan estrés oxidativo en las plantas, lo que lleva a la muerte celular. Las
plantas han desarrollados mecanismos de defensa para minimizar el impacto negativo de los metales en
las células, para lo cual secuestran en su vacuola al metal y lo inactivan en compartimientos celulares,
donde quedan excluidos de los procesos de respiracion y division celular, y asi no causan dafos en las

plantas (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de defensa en las células de plantas ante la presencia de metales pesados
(elaboracién propia).
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PLANTAS TOLERANTES A METALES PESADOS

La absorcién y acumulacién de metales pesados en las plantas depende de la movilidad de las
especies de metales en el suelo y también de la eficiencia de la planta para tomar y acumular al
contaminante. Las plantas pueden acumular un elemento hasta cierto nivel. Las plantas que toleran de 10
a 100 veces al téxico se llaman hiperacumuladoras, y son muy importantes para remediar terrenos
contaminados. Estas plantas toleran concentraciones por encima de los indices considerados como
toxicos (Pérez-Garcia et al., 2023).

A través de bioensayos de ecotoxicidad de metales pesados con pruebas de fitotoxicidad con
plantas se pueden tomar decisiones para evaluar la perturbacion de los ecosistemas y proponer
alternativas de biorremediacién. La respuesta de las plantas a los metales pesados puede ser atribuida a
factores genéticos y fisiologicos. El uso de plantas tolerantes ayuda a la revegetacion en suelos afectados
por la minerfa (Iannacone & Alvarifio, 2005).

Evaluar los contenidos de metales pesados en plantas y su movilidad, permitira evaluar los riesgos
ambientales de toxicidad. Las plantas acumuladoras poseen la capacidad de almacenar cantidades
extraordinarias del toxico. La acumulacién de metales no es una caracteristica comuin en la mayoria de las
plantas, sino que es una respuesta evolutiva (Pefia et al., 2018).

La capacidad que tienen las plantas tolerantes para crecer en suelos contaminados puede servir
en proyectos para rehabilitacion y recuperacion de la cubierta vegetal para la conservacion de los recursos
fitogenéticos (Alfonso et al., 2020).

El género Agave se reporta como tolerante a los metales pesados por lo que se puede usar para
fitoestabilizar sitios contaminados para remediacién (Perales et al., 2019).

La especie de cactaceae Pereskia sacharosa propagada in vitro en el tratamiento testigo, presento

buen desarrollo de la parte aérea y de la raiz (Figura 4).

Figura 4. Respuesta del testigo S/A de la especie Pereskia sacharosa.
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La especie de cactacea Pereskia sacharosa se Cu (0.2 mM) presenté un menor desarrollo radical en
el tratamiento con Cu (0.2 mM), comparado con los demas tratamientos con metales pesados, Fe (1 mM),

Mn (1.6 mM) y Zn (0.48 mM) (Figura 5).

Figura 5. Respuesta de Pereskia sacharosa alos tratamientos con a) Cu, b) Fe, ¢) Mn y d) Zn.

La especie de cactacea Pereskia sacharosa en los tratamientos con metales pesados Cd (0.005 mM),

Cr (1 mM) y Pb (0.4 mM), presenta semejante desarrollo de las raices (Figura 6).

Figura 6. Respuesta de la especie Pereskia sacharosa en los tratamientos con los metales pesados a) Cd, b)
Cryc) Pb.

Se observa la presencia de raiz en los tres tratamientos con metales pesados Cd, Cry Pb. La
especie Pereskia sacharosa es tolerante ante la presencia de estos metales pesados.

En los cuadros 2 y 3 se enlistan las especies de zonas aridas tolerantes a metales pasados
clasificadas en Fitoestabilizadora (F), hiperacumuladora (H), indicadora (I) y exclusora (E) segun la

concentracion de metal pesado en la parte aérea y su concentracion en la rafz.
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Las especies de cactaceas evaluadas ante los metales pesados presentan diferentes respuestas ante

la presencia de cinco metales y se incluyen en diferente tipo de clasificacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Plantas cactaceas tolerantes a metales pesados (Perales ¢ a/., 2019).

Clasificacion

Especies Cd* Cu* Cr%* Fe** Mn**  Pb* Zn**
Opuntia amyclaea F F F F I E F
Opuntia basilaris F F F H H E F
Opuntia cochenillifera E F F F H F H
Opuntia ficus-indica E F E F H F F
Opuntia macrocentra F F F F H E H
Opuntia robusta E F E F H F F
Pereskia sacharosa F F F F H F I
Pilosocereus chrysacanthus H F F H F F H
Polaskia chichipe F F F H F E H

F = Fitoestabilizadora, H= Hiperacumuladora, I = Indicadora, E= Exclusora

El tratamiento testigo (S/A) de A. celsiz, desarrollo tejido verde poco robusto y poca raiz (Figura

Figura 7. Agave celsiz.

La especie Agave celsii desarrollé mas tejido verde y raiz con el tratamiento de Fe (1 mM) y con la

aplicacion de Cu (0.2 mM), en comparacioén con los otros dos tratamientos (Figura 8).

| 196 |



Biotecnologia agropecuaria aplicada

Figura 8. Respuesta de Agave celsii a los tratamientos con a) Cu, b) Fe, ¢) Mn y d) Zn.

En el tratamiento con Mn el desarrollo en la parte aérea fue menor en comparacién con el resto
de los tratamientos con metales.
La especie Agave celsii desarrollé mas raiz en los tratamientos con metales pesados Cd (0.005 mM),

Cr (1 mM) y muy poca con Pb (0.4 mM) (Figura 9).

Figura 9. Respuesta de Agave celsii a los tratamientos con a) Cd, b) Cr y c) Pb.

La especie Agave celsii desarrollé poca raiz en el tratamiento con plomo a diferencia de los
tratamientos con Cd y Cr donde el desarrollo de la rafz es mayor. De acuerdo con los resultados
obtenidos, varias las especies del género 4gave son tolerantes a diferentes niveles ante la presencia de
cinco metales pesados (Cuadro 3).

La evaluaciéon de la fitotoxicidad por metales pesados contribuye al desarrollo de técnicas
ambientales para minimizar o erradicar los contaminantes presentes en el suelo. Estas especies clasificadas

como fitoestabilizadoras de metales tienen un uso potencial para aprovecharse en el tratamiento de suelos
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contaminados. Evaluar la fitoestabilizaciéon 7z situ de plantas en los suelos contaminados por metales
pesados, servird para resolver parte de la problematica de contaminacién ambiental. El estudio de plantas
tolerantes a contaminantes es una alternativa de manejo técnico biolégico para remediar sitios con altas

concentraciones de metales pesados.

Cuadro 3. Plantas género Agave tolerantes a metales pesados (Perales et al., 2019).

Clasificacion
Especies Cd&* Cu* G Fe** Mn**  Pb*  Zn*
E

Agave celsii

F
Agave chiapensis H
Agave obscura F

E

W ™ ™ ™
esies Ml vs s/

Agave palmeri

0 o m =
™o T T

Agave salmiana F F F F

F = Fitoestabilizadora, H= Hiperacumuladora, I = Indicadora, E= Exclusora

CONCLUSIONES

La propagacion 7 vitro de Agaves y Cactaceas fue exitosa con las concentraciones de BA y el uso
del medio MS 6ptimo y agar para la obtencion de brotes.

Las especies Agave celsii, A. salmiana, Opuntia amyclaea, O. ficus-indicay O. robusta tienen uso potencial
para su aprovechamiento en la restauracion de sitios contaminados con los metales pesados Cd, Cu, Ctr,
Fe y Zn. Son plantas que al ser clasificadas como fitoestabilizadoras pueden inmovilizar el metal en la
interfase suelo-rafz y también se pueden usar para conservacion de la biodiversidad de cactaceas y

agavaceas.
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