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Editorial

La socializacion del conocimiento es una tarea irrenunciable e inagotable, puesto que es un pro-
ceso a través del cual los individuos y colectivos se concientizan sobre la necesidad de generar
espacios, medios y encuentros de dialogo en los diversos temas de la ciencia. El objetivo es de-
mocratizar la apropiacion social de avance cientifico y tecnologico, para transformar la realidad,
justo ahi donde el conocimiento cientifico se convierte en agente potencializador de desarrollo
social. En este contexto se ubica la presente revista cuyo proposito es la difusion y apropiacion del
conocimiento bajo un ejercicio interpretativo y desarrollo de practicas reflexivas.

Con relacion a la biotecnologia y sustentabilidad, es importante considerar que el crecimiento
de la poblacién mundial implica cada vez mayores necesidades de productos agroalimentarios
e industriales, aunado al deterioro del medio ambiente incluido el impacto en la biodiversidad.
La presion constante para intensificar la productividad agropecuaria con criterios de sustentabi-
lidad, conlleva incremento de rendimientos sin rebasar la frontera de la superficie agricola, sin
elevar los costos de produccion ni impactar de modo negativo al medio ambiente. De igual modo,
influye la coercion social hacia el abastecimiento de productos alimentarios libres de riesgos de
contaminantes que cominmente se manejan en la produccién agricola convencional y en los
procesos de industrializacion. Ante estas necesidades sociales y la realidad de los efectos adversos
en el medio ambiente por las actividades agricolas e industriales exacerbadas ademas por el cam-
bio climético, se hace impostergable la aplicacion de tecnologias con un enfoque integrativo de
los avances en ciencia y tecnologia, lo que impone nuevos retos en materia de innovaciones bio-
tecnologicas. La biotecnologia es un area multidisciplinaria que llegé para quedarse y se refiere
a «toda aplicacion tecnolégica que utilice sistemas biologicos y organismos vivos o sus derivados
para la creacion o modificacion de productos o procesos para usos especificosy. En la biotecnolo-
gia moderna se contempla el manejo de la informacién e ingenieria genética para hacer mas efi-
cientes un sinniimero de tareas bioldgicas en los organismos, para fines de produccion industrial
o de biorremediacién en sustratos o areas contaminadas.

Esta naciente revista Biotecnologia y Sustentabilidad es un esfuerzo que surge en el seno de una
Red de Cuerpos Académicos y Grupos de Investigacion cuyo nombre es Biotecnologia para el
Desarrollo de una Agricultura Sustentable, la avalan ocho instituciones educativas y de investiga-
ci6on de nivel superior en el pais: Universidad de Colima, Escuela Nacional de Estudios Superiores
de la UNAM campus Leén Guanajuato, Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disetio del Estado de Jalisco, Instituto Tecnolégico de
Tepic, Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la UNAM campus Morelia,
Universidad Auténoma de Zacatecas «Francisco Garcia Salinas» y Universidad de Guadalajara.
Los miembros del grupo editorial deseamos que la publicacion de esta revistase prolongue tem-
poralmente y que ademas tenga un impacto regional y nacional, en la medida que se mantengan
e incrementen las aportaciones de los investigadores que trabajan en materia de biotecnologia y
sustentabilidad.

Saul Fraire Velazquez
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Efecto bactericida de extractos de hojas de aguacate

criollo (Persea americana var. Drymifolia) sobre
Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Ernesto A. Lopez-Correa | Irving Pifién-Trinidad | Miguel A. Garcia-Moreno
| Adriana Gutiérrez-Diez | Victor E. Aguirre-Arzola

Facultad de Agronomia | UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEGN

Resumen

México es el centro de origen de muchas especies vegetales entre las que se en-
cuentra el aguacate. Sin embargo, numerosos cultivares localizados en el centro de
origen son Unicos en el pais y se subutilizan debido a numerosos factores, lo cual
pone en riesgo la continuidad de la especie. Por tal motivo, para dar un uso alter-
no a ese recurso vegetal, se evaluaron los extractos de hojas de 18 cultivares de
aguacate de la raza mexicana Persea americana var. drymifolia contra tres cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, para medir su efecto como bacterici-
day sobre la inhibicién del Quorum sensing. Los 18 cultivares tuvieron efecto bac-
tericida, de los cuales el cultivar «Maria Elena» presentd mayor halo de inhibicion
y provocd una disminucion en los niveles de expresion del operon Agr en la fase
estacionaria. En este trabajo se evalla por primera vez uno de los efectos de hojas
de aguacate mexicano contra una cepa multiresistente a farmacos como Staphylo-

coccus aureus.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticiling, bactericida, aguacate

mexicano.

' correo-e: veaguirre@gmail.com
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Introduccion

México es el centro de origen de muchas especies
vegetales como maiz, cacao, papaya, jitomate, vai-
nilla, entre otros. Dentro de esas especies se encuen-
tra el aguacate (Persea americana). En el pais se culti-
van variedades criollas en huertos comerciales y en
traspatios, o bien se encuentran de forma silvestre.
El estado de Nuevo Ledn forma parte del centro de
origen de la raza mexicana de aguacate (Persea ame-
ricana var. drymifolia).

Laregion es una zona montanosa que se encuen-
tra entre Tamaulipas y Nuevo Leon. Los habitantes
de las poblaciones cercanas utilizan de forma tra-
dicional las hojas de los arboles de aguacate «crio-
llo» como remedio etnobotanico contra la diarrea,
la amibiasis y las enfermedades helminticas (Acos-
ta Diaz et al., 2013). Un posible uso alternativo es el
empleo de extractos de hojas del aguacate mexi-
cano criollo (Persea americana var. drymifolia) como
agente bactericida contra patogenos de creciente
importancia.

Staphylococcus aureus ha demostrado una rapida
evolucion para adaptarse a los antibioticos, estas es-
pecies poseen mecanismos de resistencia a los beta

lactamicos codificados en un casete cromosomal,

40 7

3

Diametro de inhibicion (medido enomim)

ATCC-33502

BAA-1552

Cepa bacteriana
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compuesto en general por los genes mecA, mecRI, me-
cI; sin embargo cada afio se reportan variantes de es-
te operon, lo cual demuestra la capacidad de la bac-
teria para resistir a nuevos farmacos (David y Daum,
2010).

Otro factor involucrado en el fenémeno de re-
sistencia en S. aureus es el Quérum sensing. Este mi-
croorganismo desarrolla una estrategia bifasica para
generar su patogenicidad. En concentraciones celu-
lares altas, la sintesis de varios factores proteicos se
reprime y comienza a secretar factores de virulen-
cia modulados por el operén Agr. Dicho operédn esta
compuesto por AgrD, que sintetiza el autoinductor
peptidico (AIP), AgrC que sintetiza la histidin-quina-
sa encargada de transmitir la senal desde la mem-
brana plasmatica hasta la molécula requladora de la
respuesta transcripcional. AgrA sintetiza la molécula
reguladora de la respuesta transcripcional y AgrB
la proteina exportadora (excretora) que modifica
el anillo de tiolactona del autoinductor peptidico
(Roux et al., 2014).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto sobre el Quorum sensing y el
efecto bactericida de los extractos etanolicos de ho-
jas de 18 cultivares de aguacate criollo mexicano
(Persea americana var. drymifolia) del sur del estado de

m Mana Elena
| Paio
®m Huevo de Paloma
® Amarillo
B Campeon
| Mantequilla
B Platano temprano
B Flatano tardio
® Criollo |
| Criollo 2
| Criollo 3
® Criollo 1
B Cuermo
H Pagua
Leonor
= El Salvacoy
B Fl Salto (adnana)
B Platano largo

CCIv4

Figura 1. Didmetro de inhibicién de los diferentes extractos contra tres cepas

de S. aureus resistente a meticilina (anélisis de medias de Tukey, p=0.05).
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Nuevo Ledn sobre tres cepas bacterianas Staphylococ-
cus aureus resistente a meticilina.

Metodologia
Obtencion de los extractos

Fueron utilizadas hojas verdes de las variedades na-
tivas del sur del estado de Nuevo Le6n de los muni-
cipios de Zaragoza y Aramberri. Las colectas fueron
realizadas en verano. El nombre de los cultivares se
baso6 en la denominacion otorgada por los poblado-
res del sitio. Los cultivares evaluados fueron Maria
Elena, Pato, Huevo de Paloma, Amarillo, Campeon,
Mantequilla, Platano temprano, Platano tardio,
Criollo 1, Criollo 2, Criollo 3, Criollo 4, Cuerno, Pa-
gua, Leonor, el Salvador, el Salto y Platano largo. Las
hojas frescas de cada cultivar fueron secadas y tra-
tadas con etanol al 70% por el método Soxhlet y el
solvente fue evaporado con un evaporador rotatorio.
Los extractos fueron esterilizados por filtracion, al-
macenados a 4 °C y protegidos de la luz hasta su uso.

Efecto bactericida

Para este trabajo fueron usadas tres cepas de S. au-
reus resistente a meticilina: ATCC 33592, ATCC BAA-
1556 y una cepa aislada de ganado bovino con mas-
titis (CCIV-4), todas con resistencia a meticilina. Las
cepas crecieron en caldo de soya tripticasina por 18
h y se ajust6 la concentraciéon del microorganismo
a 1 MacFarland, posteriormente fue inoculado en
placas de agar Miiller-Hinton. En cada placa se co-
locaron sensidiscos con 30pl del extracto. Las placas
fueron incubadas durante 24 h y posteriormente fue
medido el diametro de la zona de inhibicién (Bauer
et al.,, 1966). La concentracion minima inhibitoria y
la concentraciéon minima bactericida fueron deter-
minadas por el método de microplaca de acuerdo
con lo reportado por Eloff (1998).
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Medicion de la expresion del gen AgrA

Los niveles de expresion del gen AgrA pertenecien-
te al operén de Quorum sensing de la bacteria fue-
ron medidos con Sybr Green en un termociclador
LightCycler 480 mediante cuantificacion relativa,
usando el RNA 16S como referencia, los primers usa-
dos fueron los siguientes: rt-agrA-f (AAAGTTGCAG-
CGATGGATTT), rt-agrA-t (ATGGGCAATGAGTCTGT-
GAG), que flanquean una region de 150 pb del gen
AgrA 'y los primers 1t-16S-f (CGTGGAGGGTCATTGGA)
y 1t-16S-1 CGTTTACGGCGTGGACTA) que flanquean
una region de 150 pb del gen del 168 RNA (Zhao et
al., 2010). Las condiciones fueron 1 min a 90 °C, se-
guido por 40 ciclos 10 s a 90 °C, 10 s a 55 °C, 10 s a 72
°C y una curva de asociacion (melting) desde 50 °C
hasta 90 °C. El resultado se expresa mediante el co-
ciente del CT del gen Agr dividido entre el CT del gen
16 (Pfaffl, 2001).

Resultados y discusion

Se obtuvieron 18 muestras provenientes de culti-
vares diferentes, de ellas destacan los cultivares el
Salto (ya que es un arbol silvestre) y Maria Elena
(debido a que son hojas muy aromaticas). Los resul-
tados de los halos de inhibicion de los extractos por
triplicado de cada uno muestran que en las tres ce-
pas de MRSA probadas no existe diferencia signifi-
cativa entre el efecto del control de kanamicina con
respecto a la variedad Maria Elena (p=0.001) (figu-
ra 1). Los analisis de la expresion muestran que el
extracto es capaz de minimizar la sefializacion por
Quorum sensing, disminuyendo la expresion del gen
AgrA (figura 2).
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Figura 2. Anélisis de la expresion del gen AgrA de las cepas
de S. aureus resistente a meticilina. Las barras expresan

el indice de CT Agr/16S. Azul: cepa sin extracto; rojo: cepa
estresada con el extracto (ANOVA p=0.05).

Conclusiones

El analisis de los extractos con compuestos bioacti-
vos contra cepas bacterianas resistentes a los farma-
cos representa una oportunidad de encontrar nuevos
antibidticos en la naturaleza. En el presente trabajo,
se muestra que los cultivares nativos de aguacate del
sur de Nuevo Leon (Persea americana var. drymifolia)
tienen un efecto relevante in vitro contra una bacte-
ria de gran importancia agroalimentaria y de salud,
con un efecto bactericida. Ademas, el extracto repri-
me significativamente la expresion del gen Agr. Exis-
te evidencia de que el operon Agr regula la actividad
de multiples operones como Sae, Icar, Sar, los cuales
se conectan con la produccion de toxinas, asi como
con la expresion de genes de adhesion. Sin embargo,
también se ha observado que la baja expresion del
operon Agr tiene un papel trascendental en la reduc-
cion de la resistencia a vancomicina en MRSA con
resistencia heterogénea a vancomicina (Agah et al.,
2014). Lo anterior brinda la oportunidad de buscar
compuestos especificos que inhiban el Quorum sen-
sing de la bacteria. En este trabajo se reporta el efecto
anti-Quorum Sensing (Quorum quenching) y el efecto
bactericida de los extractos de Persea americana var.
drymifolia.
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Resumen

En el estado de Zacatecas el cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es una de sus
principales actividades socioeconémicas. Sin embargo, el cultivo es afectado por
diferentes agentes patogenos, tales como Phytophthora capsici L. Este oomiceto es
el agente causal de la destructiva enfermedad marchitez o secadera de la planta
de chile, que causa enormes pérdidas de las areas cultivadas. Una alternativa eco-
némica y amigable con el ambiente al uso de fungicidas es el uso de agentes de
biocontrol (bacterias y hongos). El objetivo del presente trabajo fue realizar el ais-
lamiento de hongos nativos de la entidad con actividad antagdnica contra P. capsi-
ci L.y la evaluacion del efecto protector en planta de C. annuum L. Se obtuvieron
cultivos puros de hongos a partir de suelos agricolas y derivados de la minerfay de
plantas asociadas a ellos (rizésfera, hojas v raices), todos colectados en el estado.
Se confrontaron 50 cepas de hongos contra P. capsici L. para obtener cinéticas de
crecimiento-inhibicién; 20 cepas causaron inhibicion del crecimiento de P. capsici
L. del 75 al 100%. La co-inoculacion de plantulas de C. annuum L. con P. capsici L.
y con cepas seleccionadas de hongos con caracteristicas de biocontrol resultd en
una notable reduccion de sintomas de secadera en comparacion con las plantulas
infectadas Unicamente con el fitopatdégeno. Los resultados anteriores demuestran
que los aislados fungicos con actividad de biocontrol son agentes potenciales para
proteccion de plantas de chile contra la enfermedad de la secadera.

Palabras clave:chile, secadera, Phytophthora capsici,biocontrol, hongos antagonistas.
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Introduccion

En el estado de Zacatecas el cultivo de chile (Cap-
sicum annuum L.) es una de sus principales activi-
dades socioeconémicas. En el periodo 2010-2012 se
produjeron 309 612 toneladas de chile, con un valor
de produccion de 2.16 billones de pesos en prome-
dio (SAGARPA, SIAP). Sin embargo, el cultivo de chile
enfrenta varios retos, como el riesgo de infeccion
por diferentes micro-organismos patégenos, como
Phytophthora capsici L., causante de la enfermedad
conocida como de marchitez o secadera, que ha lle-
gado a afectar de 60 a 100% la superficie cultivada
(Delgadillo et al., 2009). El oomiceto infecta la raiz
o la base del tallo de planta de chile, lo que provo-
ca pudricién y un estrangulamiento en la base del
tallo que bloquea el xilema e interrumpe el paso
de nutrientes y agua, lo que causa la marchitez de
las hojas y conlleva a una defoliacion, pudricion del
fruto y muerte de la planta (Velasquez et al., 2001,
Hausbeck y Lamour, 2004).

Para el control de fitopatdégenos se aplican gran-
des cantidades de fungicidas, que ademas de ser
inespecificos y costosos, provocan el desarrollo de
resistencia por parte del fitopatégeno y problemas
de contaminacion y toxicidad al ecosistema (Ro-
driguez, 2002). Una alternativa al uso de fungici-
das es el uso de bacterias y hongos como agentes de
biocontrol, los cuales ejercen su efecto antagonico
contra los hongos patégenos por medio de compe-
tencia de espacio o nutrientes, producciéon de me-
tabolitos, parasitismo directo e incluso inducir la
resistencia en plata (Balvatin et al., 2009). Con lo
anterior se hace necesaria la busqueda de agentes
de biocontrol (hongos) como opcién para dismi-
nuir la pérdida de cultivos de chile por afeccion de
P. capsici L.

El objetivo de este trabajo fue el aislamiento y
la caracterizacion de cepas de hongos autoctonos
del estado de Zacatecas, la evaluacion de su efecto
antagonico contra el crecimiento de P. capsici L. y la
determinacién de la capacidad de las cepas de hon-
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gos seleccionados para proteger plantulas de C. an-
nuum L. de la enfermedad causada por P. capsici L.

Metodologia
Sitios de colecta de muestras

Se colectaron las muestras en los municipios de
Guadalupe, Ojocaliente, Vetagrande y Sombrerete.
Los sitios de colecta se eligieron tomando en cuenta
si eran tierras destinadas al cultivo (de chile, alfalfa o
maiz) o sitios derivados de procesos mineros posible-
mente contaminados con metales pesados. También
se tomaron muestras de rizosfera de plantas silves-
tres de los sitios de colecta de raiz, tallo y hojas; asi-
mismo se colectaron muestras de cuerpos de agua y
lodos. Las muestras se colocaron en bolsas de plasti-
co tipo ziploc para su transporte al laboratorio.

Procesamiento de muestras, obtencion
y preservacion de las cepas de microorganismo

Las muestras solidas (10 g solidos) se resuspendieron
en solucion salina (NaCl 0.85%). Del sobrenadante
se seleccionaron las alicuotas necesarias para ha-
cer diluciones desde 10! hasta 107. Posteriormente,
se tomaron 100 pL de cada dilucién y se sembraron
en placas de medio papa dextrosa agar (PDA), suple-
mentado con 100 pug/mL de kanamicina y 250 ng/
mL de estreptomicina, para el aislamiento de hon-
gos. Las cajas Petri se incubaron a 28 °C, hasta que se
present6 desarrollo de colonias de microorganismos
(3 a 5 dias). Con las diferentes cepas de hongos obte-
nidos se realizaron resiembras hasta obtener cultivos
con morfologias tinicas en medio PDA. A partir de
los hongos aislados se realizaron cultivos liquidos en
medio caldo papa dextrosa y se prepararon stocks de
glicerol para la preservacion del hongo a -80 °C.
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Evaluacion del efecto antagénico de las cepas
de hongos aislados contra P. capsici L.

En cajas Petri de 5.3 cm con medio PDA se coloco
en un extremo la cepa de hongo aislada y en el lado
contrario a P. capsici L., con ayuda de un sacaboca-
dos de 0.5 cm de diametro; las cajas Petri se incu-
baron a 28 °C. El desarrollo de los hongos se evalué
midiendo el crecimiento radial de las colonias de
los hongos hacia el centro de la caja, las mediciones
se realizaron cada 24 h por ocho dias. Se tuvieron
como controles el crecimiento de P. capsici L. y el de
cada cepa de hongo aislado. Cada confrontacion y
control se realiz6 por triplicado. De cada cinética
de crecimiento se determino el porcentaje de inhi-
bicion del crecimiento de P. capsici L. que cada cepa
de hongo causo.

Evaluacion del efecto de biocontrol
en plantula de chile in vitro

Las semillas de C. annuum L. pasaron por un proce-
so de lavado y estratificado, después se colocaron en
cajas Petri con medio Agar-Agua 1%, se dejaron en
oscuridad por dos semanas, después se colocaron en
camara de fotoperiodo (16 h luz, 8 h oscuridad). Las
plantulas con dos semanas de post-germinacion se
sembraron en medio Murashige & Skoog (MS) 10%,
sin sacarosa, pH=5.8, 4 plantulas por caja. Para el
caso de las confrontaciones, entre cada plantula
sembrada se coloco un inéculo de 0.5 cm de diame-
tro de la cepa del hongo aislado alternado con un
inoculo de 0.5 cm de diametro de P. capsici L. Se in-
cluyeron los controles solamente con el inéculo de
las cepas de hongos aislados o bien de P. capsici L. Se
evaluaron los dafios que ocasionaron los hongos a la
plantula durante quince dias.

SEGUNDO SEMESTRE 2016

Resultados y discusion

Aislamiento de cepas de bacterias
y de hongos

A partir del procesamiento de las distintas muestras
colectadas a lo largo del estado de Zacatecas se ob-
tuvieron 724 cepas de hongos. De ellas se tienen cul-
tivos puros almacenados a -80 °C.

Efecto antagonico de las cepas
de hongos aislados contra P. capsici L.

Del total de las cepas de hongos obtenidas, 50 cepas
de hongos se confrontaron con el agente patogeno
P. capsici L. en medio PDA. El fitopatégeno P. capsici
L. cultivado en medio PDA presenté micelio blanco
algodonoso y crecimiento radial que cubri6 la tota-
lidad de la superficie de la placa en ocho dias (da-
tos no incluidos). Del total de las 50 cepas de hongos
confrontadas con el fitopatogeno, 23 cepas de hon-
gos inhibieron de 75 a 100% el desarrollo de P. capsici
L. El hongo aislado M7-3, el cual se obtuvo a partir
de suelo destinado al cultivo de chile en el munici-
pio de Trancoso, ocasioné un 86% de inhibicién en
el desarrollo del hongo patégeno (figura 1a).

Figura 1. Confrontacion de P, capsici L. con la cepa de
hongo (a) M7-3 y (b) la cepa de hongo M5R-3. Tercer dia
de incubacién a 28 °C en medio PDA.

En la cinética de crecimiento se puede observar
que a las 72 h la cepa del hongo M7-3 present6 el
maximo crecimiento, cubriendo por completo la su-
perficie de la placa, evitando con ello el crecimiento



SEGUNDO SEMESTRE 2016

de P. capsici L. (figura 2), el cual no se restableci6 en
los siguientes dias de evaluacion.

=P capsici =Contrel MY-3 =P capsici vs MT-3

40

Crecnniento rdial {e)

o | 48 T2 i) 120 144 188 182
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento de Phytophthora capsici
I, cepa de hongo M7-3 M y crecimiento de P. capsici en
confrontaciéon con M7-3 @.

Para el caso de la cepa de hongo M5R-3 (figura
1b), la cual fue aislada a partir de la raiz de una plan-
ta silvestre (no identificada) en el municipio de Som-
brerete, causé un 68% de inhibicién en el crecimien-
to de P. capsici L. La cepa M5R-3 impidi6 el desarrollo
de P. capsici L. alas 48 h de iniciada la confrontacion,
como se puede observar en la figura 3.

P capsici =Contral M7-3 =-F. capsicivs M7 -3

40

Crecimiento radial (o)

Tiempo(h)

Figura 3. Cinéticas de crecimiento de Phytophthora capsici
I, cepa de hongo M5R-3 Ml y crecimiento de P. capsici en
confrontaciéon con M5R-3 @.
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Evaluacion del efecto de biocontrol
en plantula de chile in vitro

En primera instancia se determino el grado de afec-
cion que causa el fitopatdgeno P. capsici L. en plantu-
las de chile, para ello las plantulas se infectaron con
un indculo de 0.5 cm de diametro de P. capsici L. Al
quinto dia posterior a la inoculacién, se observo la
presencia de pudricién (manchas cafés) en tallo y en
hojas, que fueron progresando hasta cubrir por com-
pleto a la plantula, a los quince dias de post-inocula-
cion las plantulas estaban completamente secas, sin
turgencia y con defoliacién (figura 2a).

Figura 2. Plantulas de C. annum (a) inoculadas con P. capsici
L. (b) inoculadas con la cepa de hongo M5R-3 y con P, capsici
L., con dias de inoculacién en medio ms 10%.

Concerniente a las plantulas de chile co-inocula-
das con P. capsici L. y con el hongo M5R-3, las plan-
tulas de chile mantuvieron su coloracion verde y su
turgencia (figura 2b) atin a los quince dias post-ino-
culacién, observandose notablemente la disminu-
cion de los sintomas de marchitez anteriormente vis-
tos en el cultivo control infectado con el fitopatogeno
(figura 2a).
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Conclusiones

Se aislaron cepas de hongos con diferente grado de
inhibicion del crecimiento de P. capsici L., las cuales
podrian ser utilizadas como agentes de biocontrol
para prevenir la enfermedad de secadera en plantu-
las de C. annuum L.
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Resumen

La pudricién blanda es una enfermedad asociada al grupo de bacterias antigua-
mente pertenecientes al género Erwinia, actualmente este género ha sido dividido
en dos grupos: Dickeya sp. y Pectobacterium sp. De manera particular P. carotovorum
(sin Erwinia carotovora) es una enterobacteria Gram negativa que provoca pudri-
cién blanda en diversos cultivos de importancia agricola. Generalmente el control
de esta fitobacteria se realiza mediante métodos quimicos (antibiéticos y produc-
tos a base de cobre). No obstante, el control biolégico puede ser una alternativa
viable. En ese sentido, el empleo de actinomicetos ha sido poco explorado, por lo
que el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad inhibitoria de aislamientos
de actinomicetos sobre el crecimiento de P. carotovorum. Se realizé un experimento
completamente al azar con 81 tratamientos y tres repeticiones. Se evalido la inhibi-
cioén de P. carotovorum cepa 71 mediante una escala ordinal de inhibicion, los datos
fueron analizados con la prueba Kruskal-Wallis (P<0.05). El anélisis mostré diferen-
cias estadisticas significativas: los actinomicetos ABV63 y ABV79 presentaron mayor
inhibicion del crecimiento de P. carotovorum, por lo que los resultados revelan el
potencial empleo de estos actinomicetos como agentes de control biolégico de P.
carotovorum, mediante estrategias especificas para el combate de enfermedades
causadas por esta bacteria fitopatdgena.

Palabras clave: pudricion blanda, Erwinia caratovora, actinobacterias.
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Introduccion

La pudricion blanda de diversos cultivos de plantas
es una enfermedad que provoca cuantiosas pérdidas
en cultivo como la papa (Solanum tuberosum) (Perom-
belon, 2002). En 1984 Sawyer estimé una pérdida
mundial de la produccion de papa en un 24%. Los
mecanismos por los cuales P. carotovorum provoca la
enfermedad se resumen en los siguientes: produc-
cién y secrecion de enzimas pectoliticas como pecti-
nasas, poligalacturonasas, proteasas y celulasas (Ba-
rras et al., 1984); lipo-polisacaridos; asimilacion de
hierro y movilidad de las células bacterianas. Estos
factores de virulencia contribuyen para que la fito-
bacteria sea capaz de macerar los tejidos constitu-
yentes de la pared vegetal, provocando asi la pudri-
cion de la planta.

Las medidas de control de este fitopatdgeno es-
tan basadas principalmente en el empleo de es-
trategias culturales, fisicas, quimicas y biologicas
(Czajkowski et al., 2011). Respecto a las medidas de
control biologico se han empleado principalmente
microorganismos antagonicos con capacidad para
competir por espacio, nutrientes, antibiosis, induc-
cion del sistema de resistencia vegetal. De manera
similar se ha usado péptidos provenientes del me-
tabolismo secundario con actividad antibacterial
(Arce et al, 1999). También son utilizados enemigos
naturales de la fitobacteria para combatirla como
los virus bacterianos (bacteri6fagos) o bacterias de-
predadoras (Bdellovibrio bacteriovorans) (Rendulic et
al., 2004). Igualmente se ha propuesto el uso de mi-
croorganismos que inhiban los factores de virulen-
cia del fitopatogeno como el quorum-sensing (Jafra
et al., 2006) o la formacion de biofilms (Ragunath et
al., 2012).

A pesar de esto, el uso de microorganismos del
grupo de los actinomicetos ha sido poco estudiado.
En ese sentido, el desarrollo de tecnologias con he-
rramientas biotecnologicas como los actinomicetos
podria contribuir al disefio de nuevas estrategias de
control biolégico de enfermedades que afectan a
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los cultivos agricolas, reduciendo las pérdidas eco-
nomicas y disminuyendo el impacto ambiental.
El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de una coleccién de actinomicetos
aislados de suelos agricolas (coleccion ABV del CIA-
TEJ), contra la bacteria fitopatogena Pectobacterium
carotovorum en condiciones in vitro.

Metodologia

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de la Uni-
dad de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ. La cepa de
la bacteria fitopatogena empleada en las pruebas de
antagonismo microbiano fue P. carotovorum (Pc) ce-
pa 1. Se establecié un experimento bajo un disefnio
completamente al azar con un total de 81 tratamien-
tos (cada cepa de actinomiceto confrontada con Pc)
y un tratamiento testigo (s6lo con la bacteria fitopa-
togena). Cada tratamiento con tres repeticiones.

La confrontacion in vitro de actinomicetos contra
Pc cepa 71 se realizo en condiciones in vitro entre los
aislamientos de actinomicetos (ABVO1 a ABV80) con
P. carotovorum y un testigo que s6lo comprendio la
bacteria fitopatdogena. Se emple6 como medio de
cultivo PDA (papa dextrosa agar) a pH de 7.0. El ex-
perimento permanecio durante cinco dias en incu-
bacién a 26 °C y la inhibicién de Pc se evaltio cuando
las placas con el testigo que contenia al fitopatégeno
presentd un crecimiento total sobre la superficie ini-
cialmente inoculada en el medio de cultivo.

Como variable de respuesta se evalu6 la inhibi-
cion del crecimiento de Pc mediante una escala or-
dinal de inhibicién propuesta por Quinones-Agui-
lar et al. (2013) y que explica que los valores 0, 1, 2,
3, 4 y 5 corresponden a porcentajes del crecimiento
bacteriano de Pc del 0, £25%, <50%, <100% y >100%,
respectivamente. Con los datos obtenidos se reali-
z6 un analisis estadistico no paramétrico de Krus-
kal-Wallis e intervalos de confianza de la mediana
(P<0.05) mediante el programa estadistico StatGra-
phics (StatGraphics, 2005).



SEGUNDO SEMESTRE 2016

Resultados y discusion

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis mostr6 dife-
rencias estadisticas altamente significativas (0.0001)
entre los aislamientos de actinomicetos para la va-
riable de respuesta de la inhibicion del crecimiento
bacteriano de P. carotovorum. De igual forma, en la
figura 1 se aprecian los resultados del experimen-
to para todos los aislamientos, esos datos revelan
que varios de los actinomicetos aislados podrian ser
potencialmente aprovechados como inéculo en el
desarrollo de algtin producto para control biologi-
co (como el caso del Actinovate) o como sustancia
o compuesto derivado del actinomiceto (metaboli-
tos secretados por el microorganismo e implicados
en la inhibicién del crecimiento bacteriano) para el
control de la bacteria fitopatégena Pc.

Varios de los evaluados mostraron una fuerte in-
hibicién del crecimiento bacteriano de Pc: por ejem-
plo, el aislamiento ABV63, presenté un valor de 0
en la escala ordinal de inhibicién (figura 1), lo cual
muestra una inhibicién total del crecimiento de Pc
por parte del actinomiceto. Otras cepas que mostra-
ron fuerte inhibicion del crecimiento de Pc fueron
ABVO03 y ABV79 (figura 1). Sin embargo, otros aisla-
mientos de actinomicetos no tuvieron ningan efec-
to sobre el crecimiento bacteriano de Pc (valor 4 y
5 en la escala ordinal de inhibicién, figuras 1y 2) e
incluso algunas fueron invadidas por el crecimiento
de la bacteria fitopatogena (valores 4 y 5 en la escala
ordinal de inhibicién, figura 1).
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Figura 1. Efecto de 80 aislamientos de actinomicetos sobre
el crecimiento bacteriano de Pectobacterium carotovorum
cepa 71 (Pc). La prueba de Kruskal-Wallis produjo un
estadistico de 203.66 con un valor de P<0.0000. Las lineas
prolongadas de las medianas indican un intervalo de
confianza a un nivel de significancia de P<0.05.

Figura 2. Comportamiento del crecimiento de
Pectobacterium carotovorum cepa 71 (Pc) sobre medio

PDA en presencia de dos cepas de actinomicetos. El
aislamiento ABV75 no fue capaz de inhibir a Pc mientras
que ABV79 inhibid el crecimiento de Pc (en flechas).

Cabe mencionar que la utilizacién de actinomi-
cetos como agentes de control biolégico puede ser
efectivo; por ejemplo, el producto Actinovate comer-
cializado como biofungicida es elaborado a base de
esporas de Streptomyces lydicus. El empleo de este pro-
ducto es recomendado contra diversos fitopatogenos
que causan enfermedades en cultivos de importan-
cia comercial como chile, fresa, uva, jitomate y al-
gunas cucurbitaceas. Por otro lado, diversos trabajos
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de investigacion cientifica muestran la efectividad
de los actinomicetos del género Streptomyces contra
microorganismos fitopatégenos, como S. rochei con-
tra Phytophthora que afecta a chile (Ezziyyani et al.,
2007) y S. griseoviridis contra Fusarium que afecta a
jitomate (Minuto et al., 2006).

En el caso de bacterias se han evaluado con
éxito contra Ralstonia solanacearum (Boukaew et
al, 2011) y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(Quinones-Aguilar et al., 2013). Los actinomicetos,
también pueden ser utilizados como promotores
de crecimiento, lo cual constituye un beneficio
adicional pues como bioinsumo puede proporcio-
nar a los agricultores un uso como biofertilizan-
tes o agentes de control bioldgico (biofungicidas
o biobactericidas), lo cual constituye una alterna-
tiva viable para reemplazar el uso de fertilizantes y
pesticidas.

Conclusiones

Existen aislamientos de actinomicetos capaces de
inhibir en distinto grado el crecimiento bacteriano
de Pectobacterium carotovorum cepa 71. El aislamiento
que inhibi6é por completo el crecimiento de la bacte-
ria fitopatogena fue ABV79.
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Resumen

La pudricion blanda en plantas es provocada principalmente por bacterias fitopa-
tdgenas, entre las que se encuentran Dickeya sp. y Pectobacterium sp. Esta enfer-
medad provoca cuantiosas pérdidas econémicas en distintos cultivos de importan-
cia alimenticia, industrial y ornamental; por ejemplo, en papa (Solanum tuberosum),
maiz (Zea mays), crisantemo (Chrysanthemum sp.), agave (Agave sp.). Dickeya dadan-
tii es una enterobacteria Gram negativa asociada a problemas de pudriciéon blanda
en varios cultivos como agave y ornamentales. Las estrategias de control de este
fitopatégeno no han mostrado efectividad total, por lo cual se exploran otros méto-
dos de control, de los que destacan los relacionados con control bioldgico a través
de microorganismos, como los actinomicetos. El objetivo del estudio fue evaluar
la actividad antibacteriana de diversos actinomicetos aislados de suelos agricolas
contra D. dadantii en condiciones in vitro. Se realizd un experimento con 81 trata-
mientos y tres repeticiones en un diseno completamente al azar. Se evaluo la in-
hibicion de D. dadantii cepa 3937 empleando una escala ordinal de inhibicién, los
datos fueron analizados mediante Kruskal-Wallis (p<0.05). Los resultados mostraron
que los actinomicetos ABV55 y ABV79 inhibieron por completo el crecimiento de D.
dadantii, lo que sugiere su potencial empleo en estrategias de control biolégico.
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Introduccion

D. dadantii (anteriormente Erwinia chrysanthemi) es
uno de los agentes causales de la pudriciéon blanda
en cultivos de importancia agricola en México co-
mo agave, papa, cultivos ornamentales (crisantemo,
violeta africana), entre otros. El principal mecanis-
mo que presenta esta bacteria fitopatégena para
producir la enfermedad es la produccion de enzi-
mas pectoliticas (Barras et al, 1994) que degradan
los componentes de la pared vegetal y provocan con
ello una maceracion del tejido de la planta. En Eu-
ropa se esta proponiendo a Dickeya solani como una
nueva especie responsable de la pudricion en papa
(Toth et al., 2011). Por tanto, el grupo de las especies
del género Dickeyase se halla entre las 10 fitobacte-
rias de importancia agricola a nivel mundial (Mans-
field et al., 2012).

El combate de ese tipo de bacterias se realiza
principalmente mediante métodos quimicos que in-
volucran estrategias de practicas culturales para evi-
tar la propagacion del indculo: empleo de material
de propagacion sano (semilla, propagulos vegetati-
vos); estrategias de generacion de variedades resis-
tentes o tolerantes a las enfermedades por métodos
de mejoramiento genético tradicional o biotecnol6-
gico (transgénesis); métodos quimicos que implican
el empleo de antibidticos (estreptomicina y sus de-
rivados, oxytetraciclina, kasugamicina o virginia-
micina) y compuestos a base de sales como el cobre;
finalmente, estrategias donde se involucra el control
biologico.

En el trabajo presentado por Czajkowski et al.
(2011) se mencionan las principales estrategias de
control biolégico empleadas contra Dickeya sp. Des-
tacan el empleo de microorganismos antagonicos
que compiten por nutrientes, espacio, antibiosis
o por la induccion del sistema de resistencia de la
planta, como Pseudomonas sp. (con o sin fluorescen-
cia), bacterias acidos lacticas, Bacillus subtilis, Bdello-
vibrio bacteriovorans. Igualmente se comenta el em-
pleo de bacteriéfagos (virus patbgenos de bacterias)
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en el control de las especies de Dickeya; no obstante,
Czajkowski et al. (2011) mencionan que estos virus
no han sido exitosos por la falta de movilidad de las
particulas virales y porque las bacterias rapidamen-
te crean mecanismos de resistencia.

A pesar de estos esfuerzos en el area del control
biologico, el empleo de actinomicetos no ha sido
evaluado para combatir este tipo de bacterias fito-
patégenas; por ello, el objetivo del estudio consistio
en evaluar la actividad inhibitoria de actinomicetos
aislados de suelos agricolas contra el agente causal
de la pudricion blanda (D. dadantii).

Metodologia

La presente investigacion se realiz6 en el Laborato-
rio de Biotecnologia Vegetal del Centro de Inves-
tigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del
estado de Jalisco (CIATEJ). La cepa de la bacteria
fitopatogena empleada en las pruebas de antagonis-
mo microbiano fue Dickeya dadantii (Dd) cepa 3937.
La confrontacion in vitro de actinomicetos contra
Dickeya dadantii se efectud entre la coleccion de ac-
tinomicetos ABV (ABVO1 a ABV80) con D. dadantii y
un testigo que comprendia tinicamente a la bacte-
ria fitopatégena. Se empleé como medio de cultivo
PDA (papa dextrosa agar) a pH de 7.0.

El experimento permanecié durante cinco dias
en incubacién a 26 °C y la inhibicion de Dd se evalto
cuando las placas control presentaban un crecimien-
to total sobre la superficie inicialmente inoculada so-
bre el medio de cultivo. El experimento se establecid
usando un disenio completamente al azar con un
total de 81 tratamientos (cada cepa de actinomiceto
confrontada con Dd) y un tratamiento testigo (s6lo
con la bacteria fitopatégena). Cada tratamiento tu-
vo tres repeticiones.

Se evalu6 la inhibicion del crecimiento de Dd
mediante una escala ordinal propuesta por Quino-
nes-Aguilar et al. (2013), que se resume en 0, 1, 2, 3,
4 y 5, nimeros que corresponden a porcentajes del
crecimiento bacteriano del 0, <25%, <50%, <100% y
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>100%, respectivamente. Con los datos obtenidos se
llevo a cabo un analisis estadistico no paramétrico
de Kruskal-Wallis e intervalos de confianza de la
mediana (P<0.05) a través del programa estadistico
StatGraphics (StatGraphics, 2005).

Resultados y discusion

El analisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wa-
1lis mostro diferencias estadisticas altamente signifi-
cativas (0.0001) entre la capacidad de inhibicién de
Dd por parte de los distintos actinomicetos aislados
(figura 1). Estos resultados revelan que varios de los
actinomicetos evaluados podrian ser empleados en
el desarrollo de productos, ya sea directamente co-
mo indculos comerciales a base de estos microorga-
nismos o como productos derivados del metabolis-
mo de los aislamientos seccionados por su capacidad
de inhibir a Dd. Los aislamientos ABV55 y ABVT79
mostraron un valor de 0 en la escala ordinal de inhi-
bicion, lo que muestra una completa inhibicion del
crecimiento bacteriano de Dickeya dadantii (figuras
1y 2) y constituye un ejemplo de inhibicién total
por parte del actinomiceto.

Otros aislamientos de actinomiceto que inhibie-
ron el crecimiento bacteriano de Dd entre un 1-25%
fueron: ABVO3, ABV05, ABVAS, ABVA9, ABV63, ABV69
y ABV78 (figura 1). De manera similar, algunos ais-
lamientos no tuvieron ningun efecto sobre el creci-
miento de Dd (ABV37, etcétera) e incluso Dd llego a
crecer sobre ellos (ABVA0, etcétera) (figura 2).

Estos resultados denotan que el empleo de acti-
nomicetos como agentes de control biologico pue-
de ser efectivo, inclusive existen algunos productos
comerciales (como Actinovate) comercializados co-
mo biofungicidas y elaborados a base de esporas de
actinomicetos (Streptomyces lydicus). Este tipo de pro-
ductos es recomendado contra diversos fitopatoge-
nos que causan enfermedades en cultivos de impor-
tancia comercial como chile, fresa o uva.
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Figura 1. Efecto de 80 actinomicetos aislados del suelo,
sobre el crecimiento bacteriano de Dickeya dadantii

cepa 3937 (Dd), agente causal de la pudricion blanda en
distintas plantas hospederas. La prueba de Kruskal-Wallis
produjo un estadistico de 219.4 con un valor de P<0.00001.
Las lineas prolongadas de las medianas indican un
intervalo de confianza de la mediana de la escala ordinal
de severidad a un nivel de significancia de P<0.05.

Figura 2. Comportamiento del crecimiento de Dickeya
dadantii cepa 3937 (Dd) sobre medio PDA en presencia

de dos cepas de actinomicetos. El aislamiento ABV37 no
fue capaz de inhibir a Dd mientras que ABV55 no permite
ningan crecimiento de Dd (flechas).

Por otro lado, numerosos trabajos de investiga-
cion cientifica han mostrado que los actinomice-
tos son promisorios agentes de control biolégico de
hongos y bacterias fitopatdgenas. Varios estudios
han informado acerca de los efectos de antagonismo
microbiano por parte de actinomicetos del género
Streptomyces contra microorganismos fitopatégenos.

Boukaew et al. (2011) aislaron y evaluaron la ac-
tividad inhibitoria de 265 cepas de Streptomyces spp.
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contra Sclerotium rolfsii, causante de la pudricion de
raiz y tallo en chile; posteriormente los 14 mejores
aislamientos probados contra S. rolfsii fueron usados
contra Ralstonia solanacearum, causante de la mar-
chitez bacteriana en chile, en el que se encontra-
ron tres cepas efectivas contra ambos fitopatogenos,
identificados como S. mycarofaciens y dos como S. phi-
lanthi. Los actinomicetos pueden ser una alternativa
viable al empleo de agroquimicos.

Conclusiones

Existen aislamientos de actinomicetos capaces de
inhibir en distinto grado el crecimiento bacteriano
de Dickeya dadantii cepa 3937. Las cepas que inhibie-
ron por completo el crecimiento de la bacteria fito-
patdgena fueron ABV55 y ABV79.
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Resumen

En México el cultivo del chile es de gran relevancia econdmica; sin embargo, diversos
problemas fitosanitarios afectan su produccion y uno de los fitopatégenos vincula-
dos a la marchitez es el hongo fitopatégeno Rhizoctonia solani (Rs). Actualmente se
requieren tecnologias para el control bioloégico de fitopatdgenos que permitan el
desarrollo de la agricultura sustentable. El uso de actinomicetos como agentes de
control biolégico puede ser una opcion alternativa a los agroquimicos. En ese sen-
tido, el objetivo de la investigacion fue evaluar y preseleccionar actinomicetos con
capacidad de inhibir el crecimiento de Rhizoctonia solaniin vitro. Se evalu6 el grado
de inhibicion de 86 actinomicetos aislados de suelo, a través de confrontaciones in
vitro contra Rs, de los cuales 85 actinomicetos pertenecen a la coleccién (aBv) de
la Unidad de Biotecnologia Vegetal del cIATE] y uno aislado del producto comercial
Actinovate (Streptomyces lydicus). ELl 21.5% de los actinomicetos logré inhibir el cre-
cimiento de Rs con promedios que oscilan entre 2 y 50%. El aislado ABv45 obtuvo el
mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento de Rs al ser estadisticamente igual
(p<0.05) a otros siete aislamientos de actinomicetos, los cuales pueden ser utiliza-
dos como posibles agentes de control biol6gico de fitopatégenos.
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Introduccion

Para México, el cultivo de chile (Capsicum annuum
L.) es de gran importancia econémica: en 2013 se re-
gistré una produccion de chile verde de poco més de
2 millones de Mg con un rendimiento de 17. 26 Mg
ha, con un valor de produccién aproximado de 15
mil millones de pesos (SIAP, 2013). No obstante, va-
rios problemas fitosanitarios afectan la produccion y
el rendimiento del cultivo, tal es el caso de Rs, hongo
fitopatébgeno con una gran incidencia en el cultivo
del chile (Velasquez-Valle et al., 2007; Montero-Tave-
ra et al., 2013); debido a ello se requieren alternativas
para su control.

El uso de microorganismos constituye una al-
ternativa biotecnoldgica que permite un desarro-
llo sustentable del cultivo. Los actinomicetos son
una fuente de bioactivos que faculta el control bio-
l6gico de dichos fitopatdgenos (Palaniyandi et al.,
2013). El objetivo de este trabajo fue evaluar y pre-
seleccionar actinomicetos con capacidad de inhi-
bir el crecimiento de Rhizoctonia solani in vitro.

Metodologia

Se utilizaron 85 cepas de actinomicetos pertenecien-
tes a la coleccion denominada ABV (ABVO1-ABVS85)
del laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.
Las cepas de actinomicetos fueron aisladas de mues-
tras de suelo rizosférico de plantas de Agave cupreata,
ademas de una cepa aislada del producto comercial
Actinovate (Streptomyces lydicus). La cepa de Rs aisla-
da de plantas enfermas de chile fue provista por el
investigador fitopatélogo Onésimo Moreno Rico, de
la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

La actividad inhibitoria de los actinomicetos se
determiné por confrontacion directa a través de un
ensayo in vitro en cajas Petri (90 mm de diametro)
en medio de cultivo agar dextrosa papa (PDA, Difco)
estéril (121 °C durante 20 min), el pH fue ajustado a 7
(NaOH 1 M) antes de su esterilizacién. En cada caja se
colocaron discos de actinomicetos de 6 mm de dia-
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metro en cada uno de los cuatro puntos cardinales
de la caja y al centro un disco de Rs de la misma me-
dida (figura 1). Las cajas control sélo se inocularon
con un disco de Rs en el centro de la caja.

ABV Rs ABV

ABV

Figura 1. Representaciéon grafica de la inoculacion de las
cepas de actinomicetos (ABV) y el fitopatégeno R. solani
(Rs).

Las cajas inoculadas con los actinomicetos y el
hongo Rs fueron incubadas a 26 * 1 °C durante ocho
dias antes de su evaluacion, en ese tiempo la caja
con el fitopatbgeno (caja control) presenté un cre-
cimiento radial completo sobre el medio de cultivo.

El 4rea de inhibicion de Rs (AIRS) se determind
por su medicion en un cuarto de la caja, donde se
inocul6 alguna cepa de actinomiceto (figura 1), los
resultados se expresaron en porcentajes. Se efectud
un diseno experimental completamente al azar con
un total de 87 tratamientos [85 cepas de actinomice-
tos (ABV) y Actinovate (S. lydicus) confrontadas con-
tra Rs] y uno control que s6lo comprende a Rs.

Se hicieron tres repeticiones por tratamiento, ca-
da repeticion fue un disco de actinomiceto de 6 mm
de diametro. Con los datos se efectué un analisis de
varianza y una prueba de comparacion multiple de
medias Tukey HSD (p<0.05) mediante el paquete es-
tadistico StatGraphics Centurion XV (StatPoint Inc.,
2005).
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Resultados y discusion

A los ocho dias de la inoculacion, la actividad inhi-
bitoria de los 86 aislamientos de los actinomicetos
mostro un efecto variable en el porcentaje de inhibi-
cién del crecimiento de Rs de 0 a 50%. Unicamente
el 21.5% de los aislamientos de actinomicetos presen-
t6 un efecto de inhibicién del crecimiento de Rs (fi-
gura 2).

Las barras en rojo en la figura 2 resaltan los ocho
aislamientos de actinomicetos (ABV45, 07, 47, 49, 48,
65, 37 y 64) que manifestaron entre 30 y 50% de in-
hibicion; en tanto, la barra negra corresponde al
Actinovate. Con esos resultados se pueden selec-
cionar los actinomicetos cuyo efecto es inhibir el
crecimiento de Rs y considerarlos como potenciales
agentes de control biol6gico contra Rs.

Diversos mecanismos implicados en la inhibicion
son consecuencia de la produccion de antibidticos,
enzimas degradadoras de la pared celular y compe-
tencia por nutrientes (Banga ef al., 2008; Palaniyandi
et al., 2013). Al respecto, Zhao et al. (2012) encontra-
ron que el uso de metabolitos extracelulares produ-
cidos en el medio liquido del actinomiceto Strep-
tomyces bikiniensis HD-087 inhibid el crecimiento del
micelio de Fusarium oxysporum por mecanismos di-
rectos como la degradacion de la pared celular de las
hifas, el dafio a los conidios como la fragmentacién
y el encogimiento con relacion al control. En el caso
presente es necesario evaluar los mecanismos de los
actinomicetos (ABV) implicados en la inhibicion del
crecimiento de Rs.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento
de R. solani por efecto de varios aislamientos de
actinomicetos. Letras distintas en cada barra
indican diferencias significativas (Tukey, p<0.05).
ActMR=Streptomyces lydicus (Actinovate).

Conclusiones

De los 86 aislamientos de actinomicetos utilizados
para inhibir el crecimiento de Rhizoctonia solani a
través de confrontaciones in vitro, inicamente el
21.5% de los aislados tuvo un efecto en la inhibicion
del crecimiento; s6lo ocho actinomicetos presenta-
ron inhibicién del crecimiento de Rs de 30 a 50%, és-
tos pueden considerarse como potenciales agentes
de control biolégico contra Rs, por lo que las pruebas

in planta son ain necesarias.
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Resumen

El hongo hemibiotrofico M. fijiensis es el causante de la enfermedad foliar de plata-
nos y bananos denominada Sigatoka negra, en la actualidad es el principal proble-
ma fitosanitario en todas las zonas bananeras del mundo. La gran mayoria de los
trabajos reportados en M. fijiensis se han dirigido al estudio durante su etapa necro-
trofica, mientras que la fase biotréfica ha sido soslayada por las dificultades técni-
cas que implica el analisis de expresion génica del hongo en tejidos asintomaticos
de la planta. No obstante, esta fase es de gran interés, pues es clave para entender
cémo se inicia la enfermedad y eventualmente poder controlarla o contrarrestarla
desde sus inicios.
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Palabras clave: Sigatoka negra, Mycosphaerella fijiensis, biotrofia.
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Introduccion

El banano es un alimento rico en vitaminas y
minerales, es considerado uno de los principales
frutales en cuanto a consumo a escala mundial;
ademas, genera empleo y brinda sustento a produc-
tores agricolas con una derrama econémica consi-
derable en paises productores (Aceves et al., 2008).
Es pertinente mencionar que el banano es afecta-
do por diversas plagas y enfermedades. Muestra de
ello es la Sigatoka negra (sn), causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, la principal enfer-
medad en el mundo para ese cultivo.

Antes de iniciar las etapas sintomaticas conoci-
das de la enfermedad, el hongo prolifera asintoma-
ticamente de manera biotréfica, colonizando el te-
jido foliar, para después iniciar la fase necrotrofica
(Ploetz, 2004). Debido a que las fases necrotroficas
son visibles, la mayoria de los estudios se ha enfo-
cado en esas etapas. Sin embargo, los ensayos efec-
tuados han permitido detectar la presencia del hon-
go en la hoja durante la fase biotréfica, que muestra
que no permanece en completa latencia. Un punto
importante para abordar la enfermedad es el estu-
dio de genes que pudieran controlarla desde la fase
asintomatica.

El estudio de efectores que desencadenan el me-
canismo de defensa de la planta, antes de que se ini-
cie la etapa necrotrofica, es un aspecto clave para
estudiar y entender como controlar la enfermedad.
En esta investigacion se trabajo con la etapa biotro-
fica del hongo usando herramientas biotecnologi-
cas, como la PCR en tiempo real para el estudio de
la expresion de los genes Mf-Eff y Mf-Ef2 durante la
infeccion del banano.

Metodologia

La cuantificacion de la biomasa de M. fijiensis pre-
sente en hojas de banano asintomaticas con Siga-
toka negra se efectu6 mediante cuantificacion ab-
soluta con curva estandar. Se extrajo ADNg de una

SEGUNDO SEMESTRE 2016

cepa pura de M. fijiensis, con €l se realizaron las dilu-
ciones seriales requeridas. Posteriormente se extrajo
ADN de hojas de banano asintomaticas colectadas en
campo yse llevo a cabo el ensayo para detectar la pre-
sencia del hongo. En la cuantificacion de la biomasa
por medio de PCR en tiempo real se utilizaron los ce-
badores especificos y la sonda TagMan para el gen de
B-tubulina de M. fijiensis (Arzanlou et al., 2007) y las
reacciones de amplificacion se realizaron en el equi-
po PCR Step One Plus de 96 pozos, siguiendo las ins-
trucciones del proveedor (Applied Biosystems).

Sobre la cuantificacion de la expresion con curva
estandar, se utilizo6 como templado el ARN extraido
de la cepa pura de M. fijiensis en las diluciones seria-
les requeridas en la curva estandar. A las muestras de
hojas de banano asintomaticas que resultaron posi-
tivas (con M. fijiensis en la prueba con ADNg) se les
extrajo el ARN. Posteriormente se les dio tratamiento
con DNasa I (INVITROGEN) de acuerdo con las indi-
caciones del fabricante. Las reacciones de amplifica-
cion se hicieron con el ARN como templado; el ADN
obtenido de micelio del hongo fungi6é como con-
trol positivo, mientras que el control negativo fue el
agua ultra pura.

Resultados y discusion

La PCR en tiempo real permiti6 realizar la cuantifi-
cacion de biomasa del hongo M. fijiensis y el analisis
de la expresion de los genes Mf-Eff y Mf-Ef2 en mues-
tras asintomaticas de banano infectadas con Siga-
toka negra, es decir, durante la fase biotrofica.

En la figura 1 los niimeros de las abscisas corres-
ponden a los asignados a las muestras durante la co-
lecta en el campo y las ordenadas a la cantidad en
ng del ADN de M. fijiensis por gramo de peso fresco.
Las muestras fueron arregladas con base en la canti-
dad creciente de ADNg de biomasa del patégeno por-
que se esperaba que la cantidad correlacionara con el
grado de infeccion.
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Figura 1. Concentracién de ADN del hongo por gramo de
hoja de platano (peso fresco) en las muestras positivas a
SN en hojas asintomaticas de banano.

Para el analisis de expresion se hizo la cuantifica-
cion relativa con curva estandar, empleando el ARN
extraido del micelio del hongo. En cada muestra de
banano asintomaética positiva se evaluo6 la expresion
de Mf-Efl y Mf-Ef2 con respecto al control endégeno.

Las graficas de la figura 2 exhiben variacion en
la expresion de Mf-Eff y Mf-Ef2, en la cual los perfiles
de expresion no mostraron una correlacion estricta
con el incremento de biomasa de M. fijiensis en la
muestra, pues aunque las muestras de banano se or-
denaron segtin el contenido de M. fijiensis, las expre-
siones de Mf-Efl y Mf-Ef2 no mostraron incremento
constante ni tendencia a aumentar o disminuir de
modo paulatino.
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Figura 2. Expresion relativa de genes efectores Mf-Eff y
Mf-Ef2 utilizando células asexuales como calibradores.
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Durante la biotrofia, en las primeras etapas de
infeccion, el patégeno se halla de manera asinto-
matica en el hospedante, probablemente a través de
la supresion de la muerte celular programada (PCD),
o bloqueando las respuestas de defensa del hospe-
dante (Beveraggi et al., 1995). La biomasa de M. fi-
jiensis se incrementa en los espacios extracelulares
(apoplastico). Los resultados de la elevada expresion
de los genes evaluados durante la fase biotréfica en
la Sigatoka negra sugieren un papel importante.
No se conoce la funcién de todos los efectores (Ster-
giopoulus et al., 2010).

Conclusiones

M[f-Eft y Mf-E2 se expresan durante la fase biotrofica,
sus perfiles de expresion no manifestaron una corre-
laciéon perfecta con el incremento de biomasa de M.
fijiensis en la muestra, lo que sugiere que no sigue
una acumulacion directamente vinculada con el
aumento de la biomasa y sus funciones deben tener
relacion con determinados momentos.

Con base en los resultados se encontr6 que los ge-
nes efectores Mf-Eff y Mf-Ef2 del hongo patégeno M.
fijiensis tienen una expresion durante la etapa bio-
tréofica y de manera regulada con incrementos en
algunas fases de la etapa, cuyo significado atn se
desconoce.

Agradecimientos

Al FORDECyYT (clave 116886) por el financiamiento
del proyecto y la beca otorgada a L.A.G.

Referencias

Arzanlou, M., Abeln, E., Kema, G., Waalwijk, C., Carlier,
J., de Vries, I, Guzmén, M., Crous, P. (2005). Molecular
diagnostics for the sigatoka disease complex of bana-
na. Phytopathology, 97(9):1112-1118.

Beveraggi, A., Mourichon, X, Sall¢, G. (1995). Comparati-

ve-study of the first stages of infection in sensitive and



Biotecnologia y Sustentabilidad

resistant banana plants with Cercospora fijiensis (My-
cosphaerella fijiensis), responsible for black leaf streak
disease. Canadian Journal of Botany, 73(9):1328-1337.

Ploetz, R. (2004). Enfermedades y plagas: un anélisis de su
importancia y manejo. Infomusa, 13(2):11-16.

Stergiopoulos, I, van den Burg, H.A., Okmen, B., Beenen,
H.G,, van Liere, S., Kema, G.H., de Wit, P.J. (2010). To-
mato Cf resistance proteins mediate recognition of
cognate homologous effectors from fungi pathogenic
on dicots and monocots. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 107(16):7610-7615.

SEGUNDO SEMESTRE 2016



Transferencia horizontal de una caleosina entre
Phaseolus vulgaris y Colletotrichum lindemuthianum

o

Alejandra Alcald-Ramirez | Erick Saul Leandro-Pérez
| Lenin Sdnchez-Calderdn | Sadl Fraire-Veldzquez | César Diaz-Pérez

Laboratorio de Biologia Integrativa de Plantas y Microorganismos | UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE ZACATECAS

| correo-e: cdp276@gmail.com

Resumen

Con el avance de los proyectos de secuenciacion masiva se ha encontrado que exis-
ten eventos de transferencia horizontal de genes entre eucariotes, sobre todo entre
aquellos que comparten nichos ecolégicos. El patosistema Phaseolus vulgaris (frijol)
y Colletotrichum lindemuthianum es importante desde el punto de vista econémico
en México, por lo que el estudio de la interaccion entre esas dos especies ha sido
abordado anteriormente. En tales investigaciones se percibié que ambas especies
compartian un gen con una identidad de mas del 90%, lo que sugiere un evento de
transferencia de genes. Por su parte, en este trabajo se encontrd que el gen perte-
nece a la superfamilia de las caleosinas; ademas, presenta un dominio conservado
en dicha familia y cuenta con un segmento transmembranal, lo que concuerda con
las proteinas de ese tipo. Asimismo, se verificé que se efectud un evento de trans-
ferencia de genes de la planta de frijol al hongo fitopatogeno C. lindemuthianum.
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Introduccion

La transferencia horizontal (o lateral) de genes (HGT)
se define como el intercambio y la integracion de
material genético entre diferentes especies (Doolitt-
le, 1999). Se pensaba que la HGT en eucariotes era li-
mitada, sin embargo, con el rapido avance de los pro-
yectos de secuenciacion de eucariotas se ha notado
un impacto mayor de la HGT en la evolucion de los
eucariotes (Fitzpatrick, 2012).

Debido al impacto econdémico que causan los
hongos a los cultivos, mas de 100 especies fingicas
han sido secuenciadas; ello permitié observar casos
de HGT en Ascomicetos y en sistemas planta-hongo
fitopatogeno, donde la HGT ha sido tanto del hongo
hacia la planta como de la planta hacia el hongo (Ri-
chards et al., 2009).

Las caleosinas también estan presentes en cuer-
pos lipidicos de semillas de angiospermas, son res-
ponsables de dirigir a los cuerpos oleosos nacientes.
Los genes que codifican para caleosina se localizan
en algas y hongos (Jiang y Tzen, 2010).

El frijol comtn (Phaseolus vulgaris L.) es una de las
especies econdmicas mas sobresalientes en México.
Varios patdégenos originan enfermedades en la plan-
ta, entre estos, Colletotrichum lindemuthianum como
agente causal de la antracnosis, considerada como la
principal causa de la baja productividad de frijol en
América Latina (Gepts et al., 2008).

En la respuesta de defensa temprana de plantas
contra el hongo fitopatégeno C. lindemuthianum, se
encontro la sobreexpresion de una proteina de union
a calcio. Ese gen se manifiesta en ambos genomas
(planta y hongo) (Alvarado-Gutiérrez et al., 2008).

Por lo anterior, esta investigacion tiene como ob-
jetivo estudiar la proteina de union a calcio, cono-
cer la secuencia completa de la misma, y verificar
en posible evento de HGT de ese gen entre frijol y C.
lindemuthianum.
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Metodologia
Amplificacion de los genes de caleosina

Las cepas de C. lindemuthianum fueron cultivadas
en medio Harina de Maiz-Agar. Fusarium solani,
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum fueron cul-
tivados en medio PDA. La extraccién del DNA ge-
némico se hizo con el método NTES. Los oligonu-
cledtidos usados para la amplificacion de los genes
caleosina fueron: 5-~AGGCAAACATGGAAGTGACA-3’ y
5-TGGGAAATACAAGAATGATGAAG-3.

3. Se corrieron 35 ciclos (94°C por 1 minuto, 56°C
por 45 segundos y 72°C por un minuto).

Analisis bioinformaticos

Se efectuaron busquedas de dominios en el progra-
ma CDD del NCBI. La busqueda de marcos de lectu-
ra abiertos se hizo con GENESCAN (Burge y Karlin,
1997), el analisis de segmentos transmembranales
(STM) se hizo con el programa Toppred2.

Filogenia molecular
de la familia de caleosinas

Se indago la secuencia del completa del gen de ca-
leosina en el ensamblado del genoma de frijol, se usé
el fragmento de la secuencia reportado (AAZ23153).
Para obtener las secuencias para construir la filoge-
nia, la secuencia del gen se tradujo y se emple6 pa-
ra hacer una buasqueda con blastp. Las secuencias se
descargaron, catalogaron y depuraron. Se alineé el
grupo final con ayuda de clustalw 2.0 (Larkin ez al.,
2007) y se realiz6 una correccion del alineamiento a
mano. Para reconstruir la filogenia se utiliz6 el pro-
grama MEGA5 (Tamura et al., 2011) con el método de
ML (Maximum Likelihood). Como prueba estadisti-
ca se efectu6 analisis Bootstrap de 1000 repeticiones
para cada arbol.
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Resultados y discusion

Se reporto6 la existencia de un gen similar a cal-
modulina en frijol y en el hongo fitopatogeno C.
lindemuthianum (Alvarado-Gutiérrez et al., 2008).
Los genes reportados tienen mas del 90% de iden-
tidad entre ellos, por lo que es factible que se haya
dado un evento de HGT entre esos dos organismos
eucariotas.

Para hallar mas informacion sobre aquel gen se
hizo una btisqueda de dominios conservados en el
servidor CDD del NCBI, se obtuvo que el gen tiene un
dominio de la superfamilia de las caleosinas (nime-
1o de acceso cl10635). Por lo anterior, el gen se nom-
bré como caleosina en lugar de calmodulina.

Las caleosinas han sido recientemente descritas
como una clase de proteinas de union a calcio pre-
sentes en plantas y hongos que se unen a cuerpos li-
pidicos y al reticulo endoplasmético (RE). En Brassi-
ca napus la isoforma 25-kDa se ubica sélo en tejidos
como embriones en desarrollo y cotiledones, que
contienen cuerpos de lipidos de almacenamiento.
En contraste, la isoforma 27-kDa de unién al RE se
sitia en raices, tallos y hojas.

La relativa abundancia y la localizaciéon de ca-
leosinas en RE y en cuerpos lipidicos posiblemente
tienen un rol en el trafico membrana/lipidos (Her-
nandez-Pinzon et al., 2001). Recientemente se ha
notado que las caleosinas también se expresan en
respuesta a patogenos y estrés (Partridge y Murphy,
2009; Feng et al., 2011), lo que concuerda con lo ad-
vertido para la caleosina de frijol (Alvarado-Gutié-
rrez et al., 2008).

Para observar si ese gen se encuentra en otras va-
riedades de C. lindemuthianum se llevé a cabo una
reaccion de PCR disefiando oligos para la secuencia
reportada de la caleosina de C. lindemuthianum (nt-
mero de acceso EU045571), en las diferentes cepas de
hongos fitopatégenos. Hubo amplificaciéon de este
gen en distintas cepas de C. lindemuthianum, pero
no se vio amplificacion en Fusarium oxysporum, Fu-
sarium solani ni en Rhizoctonia solani (figura 1); ello
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sugiere que la transferencia sélo se ha dado en C.
lindemuthianum.

Se tuvo acceso a los supercontigs del genoma en-
samblado de frijol a fin de conseguir la secuencia del
gen de caleosina en frijol. Se obtuvo una secuencia
con parecido a la caleosina, la cual se extrajo de la
base de datos mas 5 Kb en ambos sentidos para averi-
guar el gen completo. Se buscaron los marcos de lec-
tura abiertos en esa secuencia; se hallo un solo mar-
co de lectura de 205 aa, que tiene 100% de identidad
con el fragmento (35 aa) de la secuencia traducida
de la caleosina de frijol, por lo que se concluye que
ese es el gen completo.

1 2 3 4 5 6 7

| —
-
- -

Figura 1. Amplificacién del gen de caleosina en
diferentes cepas de C. lindemuthianum. 1) Marcador de
tamano molecular. 2) C. lindemuthianum cepa 2. 3) C.
lindemuthianum cepa 448. 4) C. lindemuthianum cepa 1472.
5) Fusarium oxysporum. 6) Fusarium solani. 7) Rhizoctonia
solani.

Las caleosinas son proteinas asociadas a mem-
brana, por lo que se buscaron STM a la caleosina de
frijol; se encontr6 un posible STM, que sugiere la lo-
calizacion en membrana de esa caleosina. Para pro-
bar que exista una HGT entre los genes de C. lindemu-
thianum y frijol, se procedi6 a reconstruir la filogenia
de la superfamilia de caleosinas. Se obtuvieron 226
proteinas de esa familia con base en una busqueda
por similitud, se us6 como plantilla la proteina com-
pleta de frijol.

La superfamilia de caleosinas tiene miembros
en plantas, hongos y una bacteria; se distribuye en
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cuatro grupos. Los grupos I, I y Il agrupan protei-
nas de plantas principalmente; el grupo IV esta for-
mado por caleosinas de hongos (figura 2A). La ca-
leosina de C. lindemuthianum se sitia en el grupo I,
junto a la caleosina de frijol en un grupo compuesto
exclusivamente por proteina de plantas (figura 2B),
ello confirma el evento de HGT de planta a hongo
patégeno.

Hace poco fue reportado un evento similar de
HGT donde el gen de una subtilisina se transfi-
116 entre C. gloeosporioides y maiz (Jaramillo et al,
2013), lo que sugiere que el intercambio de genes
entre plantas y especies de Colletotrichum no es
raro.
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Conclusiones

Se obtuvo la secuencia completa de un gen que codi-
fica para una caleosina, la cual fue transferida desde
el frijol (P. vulgaris) a C. lindemuthianum.

Agradecimientos

Este trabajo se llevo a cabo con fondos de los pro-
yectos Conacyt-Fordecyt-Doctores No. 174509, Pro-
mep/103.5/13/6977, Promep-Red de Cuerpos Aca-
démicos Biotecnologia para el Desarrollo de una
Agricultura Sustentable.

A 0.2]

Ascomycota

Basidiomycota
&
& &7 acLoz
<&

&

120

o‘/f |
Vb
¢

"
XP_CAINTSF vesca

Embryophyta
é‘_AtCl.OS

«~ C. lindemuthianum

iyl - AtcLO4

SE
LN

AtCLO1

AtCLO3
Embryophyta
™y NP_ITITIA Stara
ACDOSII2 2% A Pabere
LORIELT2.C Ao

WP GOMBNIN0A e
2P OO4OMMALC awtonem
XP LOMITETE N e
0 DUFSINASG e
ABSH7595-C. sncemutanum €
— P
IS whows
AP COATMG) L tmoperpeam.
WP ONIQIT & satvan
MNP OO N0-C amtrum
3 P GU I XTdA yetn

n i

FOAYMEIC ntwmbe
X IOXITTTIA e
N NLVIA Pasacs

XP_OCTI04NE ¥ wwirs

COYUNOR-T cocos

CACS1M upaticn

HP_OMMIL arwtrum

000203 PETOAL Duncetse
N QOVINEIIO-G. e
FMOTOAL P peruce

XP KIRPNER comwnarwe

Pl L

Figura 2. Arbol filogenético de la familia de las caleosinas. a) La familia de las
caleosinas se dividen en cuatro grupos. Las flechas sefialan secuencias de hongos
en grupos donde predominan proteinas de plantas. b)) Rama del grupo I donde se

ubican las caleosinas de P. vulgaris y C. lindemuthianum (flecha roja).



SEGUNDO SEMESTRE 2016

Retferencias

Alvarado-Gutiérrez, A. Del Real-Monroy, M., Rodri-
guez-Guerra, R, Almanza-Sanchez, L., Lozoya-Gloria,
E., Fraire-Velazquez, S. (2008). A Phaseolus vulgaris
EF-hand calcium-binding domain is induced early in
the defense response against Colletotrichum lindemu-
thianum and by abiotic stress: Sequences shared be-
tween interacting partners. Physiological and Molecular
Plant Pathology, 12(4-6):111-121.

Burge, C., Karlin, S. (1997). Prediction of complete gene
structures in human genomic DNA. Journal of Molecu-
lar Biology, 268(1):78-94.

Doolittle, W.F. (1999). Lateral genomics. Trends in Cell Bio-
logy, 9(12):M5-MS8.

Feng, H., Wang, X,, Sun, Y., Wang, X., Chen, X., Guo, J,,
Duan, Y., Huang, L., Kang, Z. (2011). Cloning and cha-
racterization of a calcium binding EF-hand protein
gene TaCab1 from wheat and its expression in respon-
se to Puccinia striiformis f. sp. tritici and abiotic stresses.
Molecular Biology Reports, 38(6):3857-3866

Fitzpatrick, D.A. (2012). Horizontal gene transfer in fungi.
FEMS Microbiology Letters, 329:1-8.

Gepts, P, Aragao, F.J., de Barros, E., Blair, M.W., Brondani,
R, Broughton, W., Galasso, 1., Hernandez, G., Kami,
J,, Lariguet, P. (2008). Genomics of Phaseolus beans, a
major source of dietary protein and micronutrients in
the tropics. Genomics of Tropical Crop Plants, (1)113-143.

Hernandez-Pinzon, 1, Patel, K., Murphy, D.J. (2001). The
Brassica napus calcium-binding protein, caleosin, has
distinct endoplasmic reticulum-and lipid body-asso-
ciated isoforms. Plant Physiology and Biochemistry, 39(7-
8):615-622.

Jaramillo, V.D.A,, Vargas, W.A., Sukno, S.A., Thon, M.R.
(2013). Horizontal transfer of a subtilisin gene from
plants into an ancestor of the plant pathogenic fungal
genus Colletotrichum. PloS one, 8(3):¢59078.

Jiang, PL., Tzen, J.T. (2010). Caleosin serves as the major
structural protein as efficient as oleosin on the surface
of seed oil bodies. Plant Signaling & Behavior, 5(4):447-
449.

Biotecnologia y Sustentabilidad

Larkin, M.A., Blackshields, G., Brown, N., Chenna, R., Mc-
Gettigan, PA., McWilliam, H., Valentin, F., Wallace,
M., Wilm, A., Lopez, R. (2007). Clustal W and Clustal
X version 2.0. Bioinformatics, 23(21):2947-2948.

Partridge M., Murphy, D. (2009). Roles of a membra-
ne-bound caleosin and putative peroxygenase in bio-
tic and abiotic stress responses in Arabidopsis. Plant
physiology and biochemistry, 47(9):796-806.

Richards T.A., Soanes, D.M., Foster, P.G., Leonard, G.,
Thornton, C.R., Talbot, N.J. (2009). Phylogenomic
analysis demonstrates a pattern of rare and ancient
horizontal gene transfer between plants and fungi.
The Plant Cell Online, 21(7):A897-1911.

Tamura, K., Peterson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nej,
M., Kumar, S. (2011). MEGA5: molecular evolutionary
genetics analysis using maximum likelihood, evolu-
tionary distance, and maximum parsimony methods.

Molecular Biology and Evolution, 28(10):273.



©
o
o
N
L
o
| ot
n
L
=
L
0
o
o
p4
)
(O]
L
0
o
©
=
i)
©
Pe)
[
[+)]
e}
(7))
3
0
>
&
an
15
<]
[
(&)
[+)]
e}
=
o

Efecto de bacterias promotoras del crecimiento
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Resumen

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPcv) pueden utilizarse para for-
talecer el crecimiento sustentable de las plantas. En el presente trabajo se seleccio-
naron 200 aislados obtenidos de pastos andinos de las zonas aridas de la cordillera
de los Andes y de agroecosistemas del norte de Chile. Los aislados mostraron gran
capacidad de solubilizar fosfatos, fijar nitrégeno, producir fitohormonas y sideréfo-
ros. Ademas, potenciaron significativamente el desarrollo de plantulas de lechuga
variedad desert storm (escarola), respecto a su altura (45%), peso fresco (30%), lon-
gitud radicular (35%) y contenido de clorofila (lecturas de un 50% mas de ob) a me-
nores dosis de fertilizacion (33%). Los resultados obtenidos sugieren que las BPCV
identificadas pueden emplearse para la produccién de plantulas de lechuga, bajo
condiciones de invernadero, con fertirriego automatizado.

Palabras clave: biofertilizantes, solubilizadora de fosfato, fijadores de nitrogeno.
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Introduccion

Las bacterias benéficas que promueven el cre-
cimiento de las plantas (BPCV) ejercen su efecto
mediante mecanismos directos e indirectos (Fi-
gueiredo et al., 2010). Un mecanismo indirecto
involucra biodisponer nutrimentos basicos que la
planta necesita para fortalecer su crecimiento y
desarrollo.

En ese contexto, BPCV capaces de producir aci-
dos organicos funcionales para disponer el fosfato
retenido en suelos calcareos o alcalinos y aquellas
BPCV fijadoras de nitrégeno (BNF), constituyen
una opcion eco-amigable para el diseno de insu-
mos agricolas multifuncionales.

De igual modo, se seleccioné y caracterizd
un grupo de bacterias solubilizadoras de fosfatos
(BSF), provenientes de la rizosfera de la planta na-
tiva Jarava frigida, que forma parte de los pajona-
les altoandinos mas desérticos de sudamérica y
algunos fijadores de nitrégeno provenientes de te-
rrenos agricolas localizados en la zona de Pan de
azucar, IV Region de Coquimbo, Chile.

Finalmente, se evalué la funcionalidad de in6culos
BPCV simples y mixtos sobre cultivos de hortalizas
bajo condiciones de produccion industrial auto-
matizada. Esta es la primera vez que se demuestra
el efecto positivo que las bacterias nativas andinas
ejercen en cultivos de interés agronémico.

Metodologia

Aislamiento de BSF, BNF y evaluaciéon
de caracteristicas bioquimicas basicas

15 gr de la rizosfera proveniente de Jarava frigi-
da fueron utilizados para realizar siembras seria-
das en medios PVK (Pikovskaya, 1948). Bacterias
prometedoras con capacidad solubilizante (BSF)
in vitro fueron seleccionadas de acuerdo con la
formula semicuantitativa: E= diametro de halo/
didmetro de colonia x 100 (Nguyen et al., 1992).
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Todos los aislados con razones mayores a 220 fue-
ron seleccionados.

Bacterias fijadoras de nitrégeno fueron seleccio-
nadas en medios NFB. Parametros bioquimicos para
determinar la produccion de IAA, ACC deaminasa,
fosfatasas alcalinas y acidas y la produccion de side-
ré6foros se realizaron segin protocolos previos y la es-
tandarizacion por nuestro grupo.

Evaluacion bajo condiciones industriales

Semillas de lechuga variedad desert storm (escaro-
la) fueron previamente germinadas conforme a
las condiciones del productor. Las plantulas fue-
ron inoculadas a nivel raiz con los aislados BN0024,
BNF039 y una combinacién de BNO035+BNF039 cre-
cidas a 10°/UFC.

Se evalud el crecimiento bajo las condiciones
productivas, aplicando tres niveles de fertirriego
automatizado al 0%, 33% y 100% de dos a tres ve-
ces por dia. Los pardmetros examinados fueron:
peso fresco, longitud radicular, altura y contenido
de clorofila para un total de 500 plantulas por cada

tratamiento.
Analisis estadisticos

Los datos experimentales fueron analizados con la
prueba Turkey, ANOVA (P<0.05) y paquetes estadisti-
cos para software graficos, XLSTAT y Sigma Plot.

Resultados y discusion

Se obtuvo un total de 200 aislados provenientes de
pastos andinos y agroecosistemas del extremo nor-
te de Chile. Analisis bioquimicos sugieren que los
aislados BN0024, BN0035 y BNF039 fueron identifi-
cadas como dos cepas altamente solubilizadoras de
fosfatos y un fijador de nitrégeno, respectivamen-
te. Los tres aislados mostraron ser gram positivos,
no expusieron actividad de ACC deaminasa y solo
el aislado BNF039 manifest6 actividad de fosfatasa
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alcalina y acida, asi como una fuerte actividad de
siderdforos.

Es conocido que los fosfatos de calcio, incluyendo
rocas minerales de fosfato (fluorapatita, francolita),
son insolubles y no soportan las tasas necesarias pa-
ra sostener los niveles agronémicos exigidos en los
cultivos (Goldstein, 2000).

A nivel rizosférico y en suelos calcareos, algunos
BSF son capaces de generar acidos carboxilicos que
son liberados al medio ambiente e inducen una aci-
dificacion zonal del suelo (5). Como consecuencia,
se capturan a alta afinidad las moléculas de calcio,
liberando al fésforo retenido y haciéndolo mas bio-
disponible para las plantas (Fankem et al., 2006).
Ello proyecta a este tipo de microorganismos como
una opcioén viable para potenciar la produccion de
los cultivos.

Asimismo, en ese estudio los tres aislados evalua-
dos evidenciaron una produccion de IAA de 20.4,
274y 21.9 mg/L, respectivamente (cuadro 1). Es am-
pliamente conocido que IAA puede inducir creci-
miento y desarrollo de los pelos radiculares y raices
secundarias, fortaleciendo la toma de nutrientes y
la productividad vegetal.

En Azospirillum, el paso limitante en la produc-
cion de IAA dependiente de triptofano es catalizado
por el gen ipdC, que codifica a una IPA descarboxi-
lasa (Lambrecht et al., 2000), ello indica la presencia
de ese gen en nuestros aislados (dato no mostrado).

Los resultados indican que las plantulas de le-
chuga variedad desert storm inoculadas con los tres
tratamientos, y crecidos bajo condiciones industria-
les, son potenciados significativamente en el peso
fresco y longitud radicular respecto de su control
(Figura 1); esto sugiere un mejor establecimiento en

campo.
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Cuadro 1
Caracterizacion bioquimica basica

de los aislados bajo estudio

<
S B Fostatasas ., = °
5 5 R = S ) w
. ‘;2 £ 1AA S © £8
Daislado § g ma/L g < ¢ & 25
S /e ML = B 5 5 &2
g 9 = < P 2
~ =z <
BN0024 + 20,4 ++
BN0035 + 271 - - - + ++
BNF039 + 21,9 + + ++ 4+ +

Dicha estimulacion permite aminorar las dosis
de fertilizacion hasta en un 33% al comparar con
plantas no inoculadas y fertilizadas al mismo nivel.
El tratamiento B3 fue el mas eficiente en plantas
no fertilizadas y fertilizadas al 33%, respectivamen-
te, lo cual seniala un efecto sinérgico entre ambos
aislados.

Este hecho es consistente con resultados publi-
cados que demuestran que las BPCV son mas efec-
tivas cuando se agregan en combinacion con fer-
tilizantes, lo que potencia la floracion, el peso de
semillas, la elongacion de tallos, el peso fresco del
fruto o el tamano de las hojas (Kumar et al., 2009);
y con el efecto positivo que algunos microorganis-
mos ejercen sobre el maiz, al disminuir las concen-
traciones de fertilizantes inorganicos fosfatados y
nitrogenados a dosis de 50 y 100 kg por hectarea,
respectivamente (Sarajuoghi et al., 2012).
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Figura 1. Evaluacion de los aislados sobre el peso

fresco (gr) y longitud radicular (cm). Las barras -yl
representan el control sin inocular, tratamiento B1y
tratamiento B3, respectivamente. La barra B representa el
tratamiento B2. los porcentajes 0%, 33% y 100% presentan
los niveles de fertilizacion. Los calculos se realizaron a los
20 dias de crecimiento.

Los resultados mostrados estan en sintonia con
la estimulacion que las bacterias del género Azospi-
rillum (bajo condiciones de invernadero) ejercen so-
bre plantas de lechuga, al potenciar su biomasa, ni-
mero de hojas, tamano y peso seco (Chamangasht
et al., 2012) y la estimulacion existente sobre plantas
de tomate donde se ven favorecidas las métricas del
crecimiento radicular, ancho de tallo y longitud del
internodo (Ibiene et al., 2012).

Se ha probado también que en hortalizas las BP-
GV del tipo Bacillus potencian no solo el crecimiento
de las plantas si no también la calidad del fruto (Me-
na-Violante y Olalde-Portugal, 2007). Ademas, se
evalud la altura y el contenido de clorofila en plantas
inoculadas y no inoculadas con los tres tratamientos
y se demostré que existe un efecto potenciador sig-
nificativo (figura 2).

Los tratamientos B4, B2 y B3 resultaron ser eficien-
tes para potenciar la altura de la plantula bajo con-
diciones de fertilizacion al 0% y 33%. A la vez forta-
lecen el contenido de la clorofila a dosis del 0%, 33%
y 100% de fertilizacion respecto de su control, lo que
sugiere una estimulacion fisidlogica en las plantas
inoculadas.
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Conclusiones

Las BPCV aisladas desde pastos nativos andinos y des-
de agroecosistemas del extremo norte de Chile re-
velaron ser eficientes en promover el crecimiento y
desarrollo de las plantulas de lechuga bajo condicio-
nes de produccién automatizada. Los tratamientos
permitieron generar plantulas mas rapido a menores
dosis de fertilizacion (33%) durante el periodo de per-
manencia en el almécigo.

Tal hecho sugiere que las BPCV pueden ser adap-
tadas a instalaciones automatizadas y ser utilizadas
para potenciar el crecimiento de los cultivos ba-
jo escenarios climaticos exigentes. Futuros anali-
sis bioquimicos y moleculares son necesarios para
comprender el lenguaje integral existente entre las
plantas y los BPCV, a fin de mejorar la actividad de
los mismos y optimizar el crecimiento de las plantas
bajo escenarios climaticos de aridez.
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Figura 2. Efecto de los BPCV sobre la altura (cm) y el
contenido de clorofila (OD) de plantas de lechuga a los 20
dias de crecimiento.
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Resumen

Las bacterias del Genero Streptomyces estan ampliamente distribuidas en todos los
ecosistemas, es por ello que juegan un papel ecolégico trascendental. El aislamien-
to de esos microorganismos ha sido enfocado para entender su diversidad y sobre
todo para encontrar nuevas biomoléculas. En México son pocas las investigacio-
nes orientadas a la distribucion y la diversidad de tales bacterias. El objetivo del
presente estudio fue analizar la diversidad de 45 especies confirmadas como es-
treptomicetos aislados de suelos agricolas, seguido de la evaluacion de capacidad
antagonica contra dos patdgenos de cultivos agricolas Sclerotinia sclerotiorumy Ma-
crophomina sp, y finalmente detectar rutas biosintéticas para biomoléculas relacio-
nadas con la sintesis de antibidticos. Se obtuvieron catorce grupos filogenéticos a
partir de la técnica de BOx-PXR. Se detectaron genes biosintéticos PKS I, PKS Il'y NRPS
en todos los grupos. Un 40% de los aislados mostraron actividad antagdnica contra
Sclerotinia sclerotiorumy Macrophomina sp.
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Palabras clave: estreptomicetos, genes biosintéticos, BOX-PCR, Sclerotinia sclerotiorum.
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Introduccion

Los estreptomicetos son organismos que habitan
ambientes muy diversos, donde juegan un papel
ecologico importante como reguladores de comu-
nidades microbianas. En programas de buisqueda de
nuevos farmacos los estreptomicetos de suelo son los
principales organismos que se aislan y se caracteri-
zan por su capacidad de sintesis de una gran diversi-
dad de metabolitos secundarios.

Algunos estreptomicetos se han estudiado con
detalle; sin embargo, en México no existen estudios
con una perspectiva global de diversidad, distribu-
cion y ecologia de estreptomicetos (Quintana et al.,
2013; Evangelista-Martinez, 2014; Becerril-Espinosa
et al., 2012). El presente trabajo tiene como objetivo
evaluar la diversidad y el potencial biotecnolégico
de estreptomicetos aislados de suelos agricolas.

Metodologia

200 aislados bacterianos de mezclas mixtas de suelos
agricolas fueron aislados a partir de su caracteriza-
cion morfologica agrupados como estreptomicetos,
y luego confirmados mediante oligos género-especi-
ficos (Gonzalez et al., 2005). Se parti6 del ADN de 36
de los aislados confirmados como estreptomicetos y
se recurrio6 a la técnica de huella molecular BOX-PCR
para evaluar la diversidad entre los aislados (Maldo-
nado et al., 2008).

Se 1levo a cabo un escrutinio para evaluar el po-
tencial biotecnologico; se recurrio6 a la deteccion de
regiones conservadas de genes que codifican para
proteinas denominadas poliquetidos (PKS) sintasas,
que ensamblan metabolitos secundarios (Monciar-
dini et al., 2002). Se hicieron bioensayos in vitro de los
aislados contra Sclerotinia sclerotiorum y Macrophomi-
na sp., dos patégenos de importancia comercial en la

region.
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Resultados y discusion

170 de los 200 aislados (85%) fueron confirmados
como estreptomicetos, lo que corrobora la eficien-
cia del método de aislamiento y caracterizacion
morfoldgica. Del ADN de los aislados corroborados
como estreptomicetos en el paso anterior, se hizo
otra reaccion de PCR utilizando el oligo BOX-A1R;
lo anterior, a fin de obtener un patrén de bandeo
que permite efectuar el analisis de huella genética
de cada uno de los aislados, asi como encontrar la
similitud que existe entre ellos.

Con los patrones de bandeo obtenidos en BOX-
PCR se procedi6 al analisis de similitud. A un 80%
de similitud se pudieron agrupar 14 grupos de los
aislados a partir del patron de bandeo que presen-
tan, lo que indica que los aislados son diversos en-
tre ellos. Al realizar el analisis de los resultados de
BOX-PCR junto con la deteccién de genes biosinté-
ticos se hallaron desemejanzas en cuanto al niime-
ro de genes que tiene cada aislado; ello indica una
alta heterogeneidad genética entre los grupos de
los estreptomicetos aislados.

En el escrutinio de genes biosintéticos se obtu-
vieron distintos perfiles de amplificacion entre los
aislados para los genes modulares poliquetido sin-
tasa I (PKS 1), poliquetido sintasa I (PKS II) y una
sintasa de péptidos no ribosomales (NRPS); eso su-
giere que los aislados cuentan en su genoma con la
maquinaria necesaria para la sintesis de metaboli-
tos secundarios de interés biotecnologico.

En los bioensayos in vitro, 40% de los aislados
mostro diferente nivel de inhibicién del crecimien-
to de los patégenos, pero no necesariamente el
que tuvo mayor deteccion de genes biosintéticos
fue quien evidencié mayor inhibicién; lo que qui-
za se deba a que solo se esta retando a los aislados
contra dos patdégenos, y que la naturaleza bioqui-
mica de los metabolitos secundarios puede no ser
efectiva para tales patégenos. Ademas, inicamen-
te se prob6 una condicion de crecimiento, en la
cual es posible que no se expresen los genes que
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codifican para las enzimas que ensamblan dichos
metabolitos.

IKba b cd e I akgh i]j (-)

12000

bp

1000->
t-;g?):);-- -—— -— . <000 bp

400>
300>

200~
100>

Figura 1. Amplicones obtenidos con oligos Sm6F/Sm5R
especificos para estreptomicetos. Carriles a-j, aislados;
carril 1Kb, marcador de peso molecular; carril (-), control
negativo.

in vitro de los aislados. A, contra Macrophomina sp. y B,
contra Sclerotinia sclerotiorum. (b-1, aislados; Ctl, control).
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo apoyan la idea de que
el suelo constituye un reservorio natural de estrep-
tomicetos desconocidos, que pueden ser objeto de
estudio y evaluacion en escrutinio para productos
naturales ain desconocidos. Por lo anterior, es indis-
pensable conocer su diversidad.
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Resumen

Los fructanos, polimeros de fructosa, comprenden una excelente fuente para la ob-
tencion de fructooligosacaridos (Fos), donde la hidrélisis enzimatica parcial resulta
ser un proceso ventajoso. El aislamiento de cepas con capacidad para sintetizar
enzimas B-fructosidasas para la adquisicion de Fos ofrece aportaciones para inves-
tigaciones futuras en el contexto de los prebioticos y probidticos. En este estudio a
partir de la savia de Agave sp. denominada aguamiel, se aisl6 Lactobacillus casei con
actividad de B-fructosidasa. La sintesis de enzimas B-fructosidasas de L. casei se
indujo en medio con fructanos de agave como Unica fuente de carbono. El extrac-
to proteinico extracelular mostré un halo de actividad enzimatica en zimogramas
co-polimerizado con inulina; se determinaron por electroforesis desnaturalizante
dos proteinas con un peso molecular estimado de 105y 116 kDa.

Palabras clave: agave, aguamiel, electroforesis SDS-PAGE, fructanos.
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Introduccion

Los fructanos son polimeros de fructosa sintetiza-
dos a partir de una molécula de sacarosa (Chal-
mers, 2005), a la cual las unidades de fructosa se
unen adyacentemente mediante enlaces B-fructo-
sil-fructosa. En el reino vegetal se encuentran en el
15% de las angiospermas. En agaves, los fructanos
constituyen el 60% del peso seco (Mancilla-Marga-
1li y Lopez, 2006); se emplean para la elaboracion
de bebidas (tequila, mezcal, bacanora y pulque).

Los FOS son fructanos considerados como pre-
bidticos con propiedades benéficas para el huma-
no; son sintetizados a partir de sacarosa a través de
enzimas fructosiltransferasas y/o por la hidrdlisis
enzimatica parcial de fructanos. Las enzimas que
hidrolizan los enlaces B-fructosil-fructosa son las
B-fructosidasas.

El aislamiento de Lactobacillus se ha reportado
en gramineas (Miiller y Lier, 1994) y en fermentos
de Agave salmiana (Escalante-Minakata, 2008). La
presencia de Lactobacillus en gramineas y bebidas
ricas en fructanos indica que las bacterias asimilan
fructanos mediante la produccion de enzimas que
degradan los polisacaridos a sus monosacaridos
constituyentes. La bisqueda de Lactobacillus spp. en
aguamiel de Agave sp. con actividad hidrolitica so-
bre fructanos fue el propésito de este estudio.

Metodologia

Una alicuota de aguamiel se diluy6 en caldo MRS
(Difco-UsA) y se incub6 a 45°C (Jaramillo, 2010).
Enseguida se realizaron diluciones en caldo MRS
y se resembraron en placas con MRS-agar. Las pla-
cas se incubaron a 37°C en condiciones aerdbicas y
anaerobicas durante 24-72 h. Fueron seleccionadas
las colonias con morfologia colonial correspon-
diente a Lactobacillus spp.
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Determinacion fenotipica y bioquimica

Las cepas fueron determinadas segtin los criterios
de MacFaddin (2003) y el Manual Bergey (Garrity
et al., 2005) para establecer bacterias acido lacticas,
especialmente del género Lactobacillus.

Determinacion de actividad

B-fructosidasa. Las cepas seleccionadas se evalua-
ron con base en su capacidad de fermentar fructa-
nos, siguiendo la metodologia de oxidacion o fer-
mentacion de la glucosa de McFaddin (2003). Se
clasificaron cuatro grupos de acuerdo con el car-
bohidrato empleado: grupo G (glucosa), FA (fructa-
nos de agave), I (inulina de achicoria) y C (control).

Determinacion molecular mediante
amplificacion y secuenciacion
del gen 16S DNAT

El ADN genémico de las cepas con capacidad de
B-fructosidasa fue aislado con el método de Pe-
trick et al. (1988). La region 16S DNAr se amplifi-
c6 utilizando primers universales reportados por
Liu et al. (2012), el amplicon se envid a secuenciar
al Laboratorio de Servicios Genémicos Langebio
del CINVESTAV Unidad Irapuato, Guanajuato. Se
preciso la especie al comparar la secuencia del 16S
DNAr obtenida con las secuencias disponibles en
el GenBank.

Identificacion de la actividad
de B-fructosidasa

La cepa seleccionada se inocul6é en medio de cul-
tivo liquido (medio MRS sin la adicién de glucosa)
con fructanos de agave y/o inulina al 2% (p/v) e
incubado a 37°C durante 18 h. Las proteinas secre-
tadas al medio se recuperaron por centrifugacion,
se concentraron con la metodologia dialisis-con-
gelacion-centrifugacion de Virgen et al. (2012).
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La actividad de B-fructosidasa se identific6 me-
diante SDS-PAGE al 10% (Laemmli, 1970) y en geles
de poliacrilamida al 8% co-polimerizado con inu-
lina de achicoria al 2% (p/v). Los extractos se di-
solvieron en buffer de muestra en condiciones no
reductoras, y se sometieron a electroforesis a 60 V.

El SDS-PAGE fue tefiido con azul de Coomas-
sie, mientras que el gel co-polimerizado con inuli-
na fue teniido con el sistema acido periédico-Schiff
(PAS-Sigma Aldrich). Como control positivo se us6
inulinasa comercial Fructozyme L (Sigma) de As-
pergillus niger.

Resultados y discusion

Aislamiento, seleccion y determinacion
fenotipica y bioquimica

Se formé un banco total de seis cepas aisladas
sobre medio MRS, a partir de aguamiel tanto en
condiciones aerobias como anaerobias. Las cepas
tuvieron caracteristicas del género Lactobacillus,
seguin su morfologia celular en forma bacilar, su
tincion Gram positiva, su capacidad de crecer en
ausencia de O,, y carencia de endosporas.

Determinacion de la actividad
de B-fructosidasa

La fermentacion de los carbohidratos ensayados pro-
dujo la formacién de productos acidos, revelado por
el vire de color violeta a amarillo del indicador de
pH contenido en el medio. De las seis cepas, la cepa
Am3 fermento glucosa (como se esperaba), fructanos
de agave y fructanos de inulina. Este perfil fermen-
tativo Am3 coincide con los resultados de Makras et
al. (2005), donde Lactobacillus paracasei subsp. para-
casei ferment6 FOS e inulina a acido lactico y otros
metabolitos.

La cepa Am3 al fermentar dichos carbohidra-
tos generd un cambio de color visible en el medio,
lo que sugiere que la cepa Am3 asimila fructanos
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de agave e inulina a través de la produccién de en-
zimas con actividad B-fructosidasa. Determinacion
molecular. El alineamiento de la secuencia obteni-
da correspondiente al gen 16S del DNAr, demostro
que la cepa Am3 presentd un 100% de identidad
con la secuencia del gen 16S del DNAr de Lactoba-
cillus casei.

Am3

FA' C

G |

Figura 1. Fermentacion de glucosa (G), inulina (1) y
fructanos de agave (FA) de la cepa Am3. Control (C).

Identificacion de la
actividad B-fructosidasa

El extracto de proteinas extracelular inducido
con fructanos de agave gener6 un halo de diges-
tion (figura 2B, carril 2). No obstante, los extrac-
tos extracelulares inducidos por glucosa o inuli-
na no exhibieron actividad enzimatica sobre el
gel co-polimerizado con inulina (figura 2B).

El patron electroforético del extracto de proteinas
extracelular inducido con fructanos de agave (figu-
ra 2A, carril 2) mostré dos bandas diferenciales (in-
dicadas con flechas), observadas en el SDS-PAGE, que
corresponden justo donde se percibe el halo de acti-
vidad de B-fructosidasa (flecha en la figura. 2B, carril
2). Las bandas corresponden a un peso estimado de
105 y 116 kDa. Por lo anterior puede establecer que
halla dos 0 mas bandas de proteina o isoformas con
actividad B-fructosidasa.



Biotecnologia y Sustentabilidad

Aunque L. casei fue capaz de crecer en medio con
inulina, el extracto enzimatico extracelular no mos-
tré actividad enzimaética. Contrario a ese resultado,
Kuzuwa et al. (2012) encontraron que el extracto de
proteinas extracelulares de L. casei IAM1045 degra-
dan inulina cuando se creci6 en presencia de ésta.

En otro estudio se obtuvo una B-fructofuranosi-
dasa intracelular en L. plantarum cuando se crecid
en FOS de cadena corta (Saulnier, 2007), lo que se-
nala que las propiedades de las enzimas dependen
del sustrato que se usa para inducirlas. Esto sugie-
re la posibilidad de que la inulina induzca en L. ca-
sel una enzima fructanhidrolasa de pared celular o
citoplasmatica.

Por su parte, no se not6 actividad B-fructosidasa
cuando L. casei creci6 en presencia de glucosa. Goh
et al. (2007) encontraron que L. casei 1195 cuando se
crecio en FOS en presencia limitada de glucosa, la
sintesis de B-fructosidasa para la utilizacion de FOS
esta sujeta a represion catabolica por glucosa.

1163 R
662 —p
o -

Figura 2. Perfil electroforético de las proteinas extracelulares
de L. casei en SDS-PAGE (A) y gel de poliacrilamida 10% co-
polimerizado con inulina 2%, (p/v) (B). Carril 1, marcador
de peso molecular Broad Range. Extracto de proteinas
extracelular inducido con: fructanos de agave (carril 2),
inulina (carril 3), glucosa (carril 4). Inulinasa de Aspergillus
niger (carril 5).
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Conclusiones

A partir de aguamiel se logré aislar Lactobacillus
casei con actividad enzimatica de B-fructosida-
sa. El extracto de proteinas extracelular de L. casei
inducido con fructanos de agave revel6 actividad
enzimatica sobre inulina contenida en geles de
poliacrilamida.
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Resumen

Spodoptera frugiperda es una plaga polifaga y constante de la cual se han identifi-
cado especies morfoldgicamente iguales pero genéticamente diferentes, llamadas
biotipos. En el presente trabajo se plante6 la identificacion de variaciones genéti-
cas entre los individuos de S. frugiperda de distintas dreas costeras, a fin de conocer
los biotipos existentes y analizar qué factores interfieren. Se obtuvieron muestras
de dos poblaciones: Mante, Tampaulipas, Guasave, Sinaloa, a partir de plantas de
maiz y una poblacién control de Chiefland, Florida. de plantas de pasto Bermuda.
Se realizo6 la identificacion molecular de biotipos en 50 individuos mediante la téc-
nica PCR-RFLP. Se utiliz6 la enzima Mspl obteniendo productos de amplificaciéon de
569 pby productos de digestion de 497y 72 pb, caracteristicos del biotipo maiz en
individuos de Mante y Guasave y 569 pb, sin productos de digestion para el biotipo
arroz en los individuos de Chiefland, Florida. El estudio demuestra la presencia del
biotipo maiz en dos poblaciones de México, con una posible relacion hacia la plan-
ta hospedera y no hacia el aislamiento geografico.
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Introduccion

El estudio se plantea en un insecto plaga cuyo nom-
bre cientifico es Spodoptera frugiperda, un insecto lepi-
doptero perteneciente a la familia de los noctuidos.
Se conoce con el nombre comiin de «gusano cogo-
llero», una plaga que causa el dafio durante el estadio
larval al alimentarse de diferentes cultivos.

Su caracteristica polifaga ha facilitado el desa-
rrollo de un proceso de adaptacion fisioldgica a los
cambios en su medio ambiente (Pogue, 2002). Por lo
tanto causa graves repercusiones econdmicas para
los agricultores; ademas, ocasiona serios problemas
ambientales al tener que incrementar las dosis y el
numero de aplicaciones de insecticidas quimicos.

Debido a lo anterior, durante mas de cuatro dé-
cadas se han propuesto e innovado técnicas para el
control de poblaciones de S. frugiperda. Sin embargo,
se ha observado que dos de los principales problemas
para su control contintian siendo la diversidad gené-
tica y el desarrollo de resistencia.

La primera problematica fue encontrada en la dé-
cada de los 1980 por Pashley et al. En 1986 dicho es-
tudio mostro la presencia de dos cepas que llamaron
biotipo arroz y biotipo maiz. Los biotipos son espe-
cies hermanas con diferenciaciones genéticas mar-
cadas que manifiestan bajas tazas de hibridacion o
cuya hibridacién no ocurre (Dres y Mallet, 2002).

Se habla de especies fenotipicamente iguales pe-
ro genéticamente disimiles, y con comportamientos
diferentes como: a) preferencia por plantas hospede-
ras, por ejemplo el biotipo de maiz tiene preferencia
por plantas hospederas de maiz, sorgo y algodén y
el biotipo de arroz por arroz y pastos (Pashley, 1986;
Pashley, 1998; Nagoshi y Meagher, 2003a, 2004; Pas-
hley, et al., 2004); b) aislamiento reproductivo; ¢) re-
sistencia a distintas estrategias de control.

La implementacion de multiples técnicas molecu-
lares ha facilitado la identificacion de los biotipos. Al-
gunos autores han realizado la identificacion y han
atribuido ese proceso de co-evolucién al aislamiento
geografico; algunos otros, a la preferencia por el hos-
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pedero, pero la resistencia a las distintas estrategias
de control contintia (Pashley, 2004; Nagoshi y Mea-
gher, 2007).

Metodologia

Se obtuvieron 20 muestras de larvas de S. frugiperda
de cultivos de maiz localizados en Mante, Tamau-
lipas y 10 de Guasave, Sinaloa. Se emplearon 20
muestras como control positivo, previamente carac-
terizadas como biotipo arroz de Chiefland, Florida.

Las muestras de cada individuo se colocaron a
-70°C, para la extraccion del ADN se utilizo el proto-
colo del estuche comercial PROMEGA, la genotipifi-
cacion de individuos se llevo a cabo mediante una
PCR-RFLP de la regién COI del ADN mitocondrial, se
usaron los cebadores indicados por Nagoshi y Mea-
gher en 2003.

El ADN genémico se amplific6 mediante PCR en
25 pul de mezcla de reaccion, que contuvo 5 pl de bu-
ffer de Taq polimerasa (5X), 0.5 ul de ANTPs (2.5 mM),
1.0 ul de cebador forward IM76 (5" GAGCTGAATTAG-
G(G/A)ACTCCAG 3'), 1.0 pl de cebador reverse JIM77 (5'
ATCACCTCC(A/T)CCTGCAGGATC 3'), 0.2 ul (5 U/pl) de
Taq ADN polimerasa, 16.3 pl de agua y 1.0 pl de ADN
(50 ng).

La PCR se realiz6 con un ciclo inicial de 94°C por
1 minuto, sequido de 30 ciclos a 92°C por 45 segun-
dos, 56°C por 45 segundos y 72°C por 1 minuto, y un
ciclo de extension final de 72°C por 3 minutos. Poste-
riormente se efectu6 una digestion con la enzima de
restriccion Mspl; se utilizo 10 pl del producto de PCRy
2.5 unidades de la enzima Mspl; se incubaron a 37°C
por 2 h. y se analizaron en un gel de agarosa al 2.5%
con sybr 0.1%.

Resultados y discusion

Se examind un total de 50 muestras, 20 de un esta-
do del area costera del golfo de México, 10 pertene-
cientes a un estado de la zona costera del pacifico,
las cuales mostraron un fragmento de 569 pb como
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producto de amplificacién y digestiones con la en-
zima Mspl de 497 y 72 pares de bases caracteristicos
del biotipo maiz. Se caracterizaron 20 individuos de
una cepa previamente caracterizada como biotipo
arroz para verificar una correcta amplificacion, pre-
sento el producto de amplificacion de 569 pares de
bases y no tuvo digestién enzimatica (figura 1).

Los resultados de esta investigacion indican que
posiblemente el aislamiento geografico no esta in-
terviniendo en el proceso de co-evolucion de este in-
secto, ya que no hubo variaciones entre las poblacio-
nes de areas costeras diferentes. Ello difiere con los
resultados de Lopez-Edwards et al. en 1999, donde
evaluaron rasgos de comportamiento y resistencia
en cinco poblaciones de gusano cogollero.

Sus resultados advierten que existen dos cepas o
biotipos entre las poblaciones de gusano cogollero
del maiz, lo cual atribuyeron quiza al aislamiento re-
productivo debido al aislamiento geografico. Men-
cionan una cepa formada por las poblaciones de
Yucatan, Nuevo Ledn y Aguascalientes, localizadas
en la Costa del Golfo de México, y la sequnda por
Colima y Sinaloa, situadas en la Costa del Océano
Pacifico, ya que no produjeron progenie entre ellas.

M oA B A B

Guasave, Sinaloa

Mante, Tamaulipas

Chiefland, Florida
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Por su parte, en el presente trabajo no se encontr6
una variacién en cuanto a la presencia del biotipo
maiz. Ese mismo comportamiento de poblaciones
coincide con el estudio publicado por Clark y cols.
en 2007, donde mediante AFLP evaluaron la varia-
bilidad genética de S. frugiperda de veinte poblacio-
nes recolectadas a partir de maiz, una poblacién del
arbol princesa, una poblacion del arbol de limon,
y una poblacién a partir de pasto bermuda, lo que
dio un total de 23 poblaciones de diferentes areas
geograficas.

Sus resultados indican que la presencia de bio-
tipo maiz y biotipo arroz se da por el caracter pre-
ferencial hacia la planta hospedera, ya que hay una
ausencia de estructura genética asociada geografi-
camente; ello se debe a que la variabilidad entre las
poblaciones es nula y que el aislamiento geografico
no interfiere.

Tales resultados también coinciden con el traba-
jo de Busato et al. en 2004 mediante AFLP de larvas
colectadas de plantas de maiz y arroz en varias po-
blaciones de Brasil, donde concluyeron la existencia
de dos biotipos distintos especificos para cada planta
hospedera.

Figura 1. Amplificacién y digestion del gen mitocondrial de la regién COI
de S. frugiperda Gel de agarosa al 2.5%. a) Fragmento de amplificacion
esperado de 569 pb. b) Productos esperados con la enzima de restriccién
Mspl con tamanos aproximadamente de 497 y 72 pb caracteristicos
para el biotipo maiz en la poblacién Reynosa y productos sin digerir
caracteristicos de biotipo arroz para las muestras control.
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En nuestro trabajo no hallamos disimilitudes en-
tre las poblaciones analizadas de México, sélo en la
poblacion control de Chiefland, que present6 el bio-
tipo de arroz; esto se obtuvo de planta hospedera de
past. Otros autores como Pashley ef al. en 1986 anali-
zaron cuatro poblaciones de México y una de Puerto
Rico. Sélo se encontré la presencia del biotipo arroz
en una poblacion de Puerto Rico, tomada a partir de
la planta hospedera de arroz.

Eso apoya que la presencia de biotipos no esta da-
da por el aislamiento geografico, se debe a la planta
hospedera como lo habia indicado Clark ef al. y co-
mo se ha reiterado en este trabajo. No obstante, es
necesario analizar individuos de otras plantas para
apreciar mejor el comportamiento y distribucion de
ese insecto en México y descartar la presencia del
biotipo arroz.

Conclusiones

En la diferenciacion de biotipos de S. frugiperda con
la técnica de PCR-RFLP, los resultados del marcador
del gen COI indican que dos poblaciones mexicanas
de distintas areas costeras procedentes de la planta
maiz presentaron el biotipo de maiz contrastante
con una poblacion control del biotipo arroz, obteni-
da a partir de planta hospedera de pasto bermuda.
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Resumen

En México los sitios de disposicion de relaves son comunes en las regiones
aridas y semiaridas, donde metales pesados (MPs) ocasionan problemas a la
salud humana y medio ambiente. No obstante, estos sitios presentan vegeta-
cién adaptada para sobrevivir y reproducirse con potencial para fitorremedia-
cién. Una mina de Fresnillo, Zacatecas fue inspeccionada para identificar es-
pecies de plantas para fitoextraccion y fitoestabilizacion de arsénico y plomo.
El plan de muestreo se desarrollé conforme a la NMX-AA-132-SCFI-2006. Previo
al analisis del contenido de As y pb el proceso de digestion se realiz6 segun la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, directamente de cada solucion final, mediante
Espectrometria de Absorcién Atémica. Las familias mejor representadas son
Asteraceae, Poaceae, Cactaceae, Fabaceae. Respecto a los niveles de MPps, el fac-
tor de bioconcentracion, para Plantago lanceolata destacé para pb (0.99). Asi-
mismo, Casuarina equisetifolia después de 35 anos de haber sido reforestado
en el jale, presenta atributos para fitoestabilizacion de los metales pesados
analizados.
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Introduccion

En el ambito mundial, los jales de minas inactivas o
abandonadas son frecuentes en las regiones aridas y
semiaridas el suroeste de Espana, el oeste de la India,
Sudafrica y Australia, del oeste de Estados Unidos, la
costa pacifica de América del Sur y el norte de Méxi-
co (Mendez y Maier, 2008); donde los lodos residuales
pueden liberar elementos toxicos, cuyas concentra-
ciones elevadas ocasionan problemas a la salud hu-
mana y medio ambiente (Kabata-Pendias y Pendias,
1992).

Una alternativa sustentable y ambientalmente
amigable es la fitorremediacion, que engloba técni-
cas emergentes basadas en el uso de especies vege-
tales y sus microorganismos asociados (Pilon-Smits,
2005). Entre éstas la fitoextraccion emplea plantas
capaces de absorber, extraer y acumular el contami-
nante en sus brotes (Salt ef al., 1998). Mientras que la
fitoestabilizacion es utilizada para inmovilizar y re-
ducir la biodisponibilidad del contaminante «n situ»
mediante la revegetacion (Vangronsveld y Cunnin-
gham, 1998).

Las antiguas areas mineras con plantas tolerantes
también pueden ser consideradas como fuente poten-
cial para la fitorremediacion (Molitor et al., 2005). Por
consiguiente, es importante usar plantas nativas y en-
démicas adaptadas al medio y que colonizan natural-
mente suelos mineros, porque tienen capacidad para
acumular y estabilizar metales pesados. El propdsito
de este estudio fue identificar las especies de plantas
con potencial para fitoextraccion y fitoestabilizacion
de As y Pb dentro de un jale en Fresnillo, Zacatecas.

Metodologia

El plan de muestreo y el analisis de textura, ma-
teria orgéanica, pH y conductividad se determina-
ron de acuerdo con la norma oficial mexicana:
NOM-021-SEMARNAT-2000. Mientras que la interpre-
tacion de los resultados fue conducida segtin el Na-
tional Soil Survey Handbook del USDA (2013).
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La identificacion de las plantas fue realizada al
nivel de Familia, género y especie mediante claves
botéanicas (Calderén y Rzedowski, 2001). Previo a la
determinacion del contenido de As y Pb el proceso
de digestion se realizo por el método hiimedo con-
forme a la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, directa-
mente sobre la soluciéon final, a través de Espectro-
metria de Absorcion Atémica.

Resultados y discusion

Los resultados de los analisis del jale muestran que el
pH de los suelos promediaron valores de 7.7 y fueron
clasificados como ligeramente alcalinos. La conduc-
tividad eléctrica promedio6 de 1.4 a 13 con un prome-
dio de 2.6 dS m™. Asimismo, este jale fue el tinico cu-
yo contenido de materia organica mostr6 promedio
de 1.2%. La arena fue la textura mas abundante con
porcentajes mayores que el 50%.

El color de los residuos varié de amarillo a rojo,
lo que sugiere un proceso de oxidacion de Fe-sulfu-
ro y la posible generacién de drenaje de mina acida
(Castro-Larragoitia et al., 2013). En términos gene-
rales, es conocido que el pH y la CE son los factores
mas importantes y se relacionan porque bajo condi-
ciones acidas en la matriz de los relaves mas sales se
disuelven (Conesa et al., 2007b).

Contenido de metales pesados
en los suelos rizosféricos del jale

El contenido de los MPs en las muestras de suelo del
jale (TBC) se presentan en el cuadro 1. El analisis de
los resultados revela que son significativamente dife-
rentes para estos elementos, probablemente debido a
la naturaleza de las diferentes operaciones mineras
(Barrutia et al., 2011). E1 As mostr6 un nivel particu-
larmente alto para los tres elementos analizados.
Por otro lado, los contenidos totales de los MPs
en suelo variaron de 2066 a 4387 mg kg™ para As,
y 418 a 830 mg kg de Pb (cuadro 1). Esto debe to-
marse en cuenta en trabajos de revegetacion porque



Biotecnologia y Sustentabilidad

los parches de alta concentracion de metales pueden
afectar el crecimiento de las plantas, lo que resulta
en areas sin vegetacion (Conesa et al., 2007a).

Identificacion y contenido de As 'y Pb
en la vegetacion asociada al jale

Las plantas recolectadas en el jale reforestado, se en-
listan en el cuadro 1. Fueron identificadas un total
de 23 especies pertenecientes a 12 diferentes fami-
lias. Entre éstas la familia Asteraceae fue la que regis-
tré la mayor diversidad con cinco especies, seguida
por Cactaceae y Fabaceae con tres especies, respecti-
vamente y Poaceae con dos. Botriochloa barbinoides,
Casuarina equisetifolia, Haplopapus venetus fueron en-
contradas en suelos con pH ligeramente alcalino y
moderadamente acido. Al respecto, es conocido que
la distribucion de los metales en los jales no suele ser
homogénea (Ernst, 2005).

Al respecto, Alloway et al. (1990) indican que el
contenido de los metales en las plantas varia con la es-
pecie, lo que significa que estan presentes en formas
quimicas que son lo suficientemente moviles para
ser biodisponibles en la interface suelo/raiz (Uruioc
et al., 2011). Ademas, estos resultados demuestran que
la vegetacion endémica y nativa, asi como la introdu-
cida, se adapta a la toxicidad del As y el Pb.

Por otro lado, Yoon et al. (2006) destacan que el
factor de bioconcentraciéon (FBC=proporcién de con-
centracion de metales de la planta con el suelo) pue-
de ser utilizado para estimar el potencial de las espe-
cies para propositos de fitorremediacion. Con base
en la expresion de este atributo P. lanceolata reqgistr6
un valor cercano a 1.0 de Pb (FBC = 0.99) para Pb. Adi-
cionalmente, muestras para Cu en C. equisetifolia re-
gistraron en planta y suelo de 3117 pug/g y 1082 pg/g,
respectivamente, y con un FBC de 2.88. Quiza este
hallazgo es el primero en zonas de México. También
fue encontrada Tillandsia recurvata una epifita muy
empleada para biomonitoriar fuentes potenciales de
contaminacion atmosférica (Zambrano et al., 2009),
cuyas concentraciones fueron 1245 ug/g para As.
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Cuadro 1
Concentraciones de As, Pb y Cd en plantas que
crecen dentro del jale 2 reforestado en una mina

del municipio de Fresnillo, Zacatecas

ilea;:le FO(ZW Especies de plantas Nieles de As. Niteles de
muestra  vida (gle) Pb (ugly)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, R L
TBCO1 Arb  Acacia schaffneri 268 3838 26 534
TBC02 Her  Asphodelus fistulosus 921 4387 31 512
TBCO3 Ar Casuarina equisetifolia 2197 3982 37 652
TBCO4 Arb  Baccharis salicifolia 788 2378 55 723
TBCO5 Her  Biotriochloa barbinodis 818 2368 47 818
TBC06 Arb  Brickellia veroncifolia 956 2454 63 572
TBCO7 Her  Choloris virgata 7 2066 24 589
TBCO8 Her  Croton dioicus 682 2742 45 172
TBCO9 Arb  Dalea bicolor U7T 3651 55 624
TBC10  Ar Eucalyptus globulus 1809 3799 10 826
TBCU  Ar  Fraxinus uhdei 1452 4009 22 830
TBC12 Her  Haplopapus venetus 617 2683 42 689
TBC13  Her %zzz;’%zmm 80 3805 82 418
TBC14 Arb  Nicotiana glauca 379 3384 36 683
TBC15 Arb  Opuntia leucotricha 479 3805 54 525
TBC16 ~ Arb  Opuntia robusta 1941 3205 27 639
TBC17T Arb  Opuntia streptacantha 414 3805 21 598
TBC18 Her  Plantago lanceolada 1999 4150 554 556
TBC19  Ar Prosopis laevigata 1332 4049 40 778
TBC20 Her  Sphaeralcea angustifolia 2214 3385 0 512
TBC21  Arb  Typha angustifolia 380 2916 16 608
TBC22 Her  Thymophylia setifolia 2380 3805 40 525
TBC23 Epi Tillandsia recurvata 1245 81

Abreviaciones: Ar=Arbol: Arb=Arbusto; He=Herbacea

Referente a los propésitos de fitoestabilizacion,
este estudio pone de relieve el papel de C. equiseti-
folia después de 30 afios de haber sido reforestado
presenta caracteristicas excepcionales para la apli-
cacion de dicha tecnologia en los jales estudiados.
Este arbol registré una altura de casi 13 m en pro-
medio, con abundante hojarasca de hasta 40 cm
en algunas areas. El éxito de esta especie arborea
puede establecer asociacion simbidtica y formar
nédulos en las raices con Frankia, un actinomiceto
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con capacidad para realizar altas tasas de nitrégeno
comparable a las leguminosas (Franche et al., 2009).

Los atributos sefialados en la literatura y los obser-
vados en este jale son evidencias de que dicho arbol es
pionero en la ocupacion de suelos contaminados, con
potencial para fitoestabilizacion de metales pesados
para su aplicacion favorable en zonas aridas y semiari-
das de la region.

Conclusiones

Se han identificado especies de plantas con poten-
cial para fitoextraccion y estabilizacion de As y Pb
dentro de un jale reforestado en Fresnillo, Zacatecas.
Con base en los resultados obtenidos se demuestra
que el substrato del jale esta contaminado principal-
mente con As y Pb.

El contenido de estos metales pesados en las
plantas sugiere que algunas tienen buena capacidad
para tolerar y acumular Pb y As. Entre la vegetaciéon
analizada Plantago lanceolata y Casuarina equisetifo-
lia fueron las mas eficientes para absorber Pb y Cu,
con valores del FBC (0.99) y (2.88), respectivamente.
No obstante, el potencial de estas especies de plantas
para la fitoextraccion tiene que ser mas investigado.
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Resumen

El sistema radicular de las plantas es esencial para la toma de agua y nutrientes, asi
como para la tolerancia a estrés bidtico y abiotico. En el presente trabajo, se mues-
tra que el 6xido nitrico (0N) modula la activacion de diferentes programas del desa-
rrollo bajo condiciones normales de crecimiento y en respuesta a la alcamida N-iso-
butil decanamiday el dcido jasmonico (A1). Se observé que la aplicaciéon exdgena de
la N-isobutil decanamida, el SNP (un donador de oN) y del A1 inhiben el crecimiento
de la raiz primaria e incrementan la formacion de raices laterales y pelos radicula-
res, de manera dosis dependiente. Esto se correlaciona con un aumento de los ni-
veles endogenos de ON a nivel tejido especifico. EL sNP y la N-isobutil decanamida
activan la expresion del marcador de respuesta a Al, pLox2:uidA de manera dosis
dependiente. Estos resultados indican que el ON actia como molécula senal para
activar respuesta de desarrollo y defensa inducidas por la N-isobutil decanamida
y el A1 en Arabidopsis thaliana, sugiriendo al ON como posible mediador durante la
adaptacion a ambientes adversos.

Palabras clave: sistema radicular, reguladores del desarrollo vegetal, 6xido nitrico,
Arabidopsis thaliana.
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Introduccion

El 6xido nitrico (ON) es una molécula bioactiva que
regula una gran cantidad de procesos fisiologicos
y moleculares en organismos diversos filogenética-
mente incluyendo bacterias, animales y plantas. En
plantas, el ON participa como segundo mensajero
en las vias de senalizacion que regulan diferentes
aspectos del desarrollo como la germinacion, la for-
macién de érganos y la senescencia.

También modula las respuestas a condiciones
de estrés, incluyendo la deficiencia de nutrientes y
el ataque por patogenos (Wendehenne et al., 2004).
Debido a esto, recientemente se ha considerado al
ON como un regulador del desarrollo vegetal. Sin
embargo, se desconoce en gran medida su partici-
pacion en los procesos de division, elongacién y di-
ferenciacion celular que determinan la formacion de
novo de 6rganos (raices, tallos, hojas, ramas, flores y
frutos), asi como su interaccion con los diferentes re-
guladores del desarrollo vegetal (Campos-Cuevas et
al., 2008; Méndez-Bravo et al., 2010; Méndez-Bravo et
al., 2011).

Este trabajo se enfoca en el estudio de la partici-
pacion del ON en el desarrollo de Arabidopsis thalia-
na en respuesta a SNP, N-isobutil decanamida y AJ,
los cuales participan en la modulacion de la arqui-
tectura del sistema radicular de Arabidopsis, confi-
riéndoles asi ventajas a las plantas ante ambientes de
crecimiento adversos (Méndez-Bravo et al., 2011; Ra-
ya-Gonzalez et al., 2012). Sin duda estos resultados
pueden ser orientados hacia transferencias tecnolo-
gicos con posible impacto biotecnoldgico.

Metodologia

Plantulas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Co-
lumbia-0 (Col-0) fueron crecidas in vitro en cajas de
Petri con medio de Murashige-Skoog (MS) 0.2X so-
lidificado con agar. Este medio contiene todos los
nutrientes necesarios para el desarrollo normal de
las plantas. Se le suministraron concentraciones mi-
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cromolares del donador de ON nitroprusiato de so-
dio (SNP), del AJ y de la N-isobutil decanamida y se
evalud el desarrollo de la raiz considerando diferen-
tes parametros morfogenéticos: longitud de la raiz
primaria, formacion de las raices laterales y diferen-
ciacion de las células epidérmicas. De igual modo,
se utilizo una linea transgénica de Arabidopsis que
expresa una fusion de la histona H2 con la proteina
fluorescente amarilla (AtHistH2B:YFP) y por lo tanto
emite una senal de fluorescencia en los nucleos in-
tegros de las células. Esta construccion representa
un excelente marcador de viabilidad celular (Bois-
nard-Lorig et al., 2001).

La deteccion de ON se realiz6 incubando plan-
tulas de A. thaliana con el fluorocromo diacetato de
diamino fluoresceina (DAF-2DA) en concentracion
de 10 M. La tincion se realizé durante 2 h, segui-
da por al menos tres lavados de 20 min con Tris 0.1
M (pH 7.4). La fluorescencia emitida se analizd me-
diante un escaneo por microscopia confocal laser en
un microscopio modelo BX50 (Olympus, Japon).

Para el estudio de viabilidad celular se realizaron
tinciones con yoduro de propidio (PI). Las plantulas
se colectaron del medio dejando el sistema radicu-
lar intacto y se transfirieron a una soluciéon 10 pM de
PI para su andlisis. La deteccion de la fluorescencia
se efectud mediante longitudes de onda especificas,
para el PI a 568-nm de excitacion y 585-610 nm de
emision, mientras que para YFP y DAF fueron a 505-

550-nm de emision y 488-nm de excitacion.
Resultados y discusion

Bajo condiciones normales de crecimiento, se obser-
vo que el ON se acumula preferencialmente en las
células de la cofia y en los pelos radiculares (figuras
1y 2). La aplicacién exdgena de SNP, N-isobutil deca-
namida y AJ inhiben el crecimiento de la raiz prima-
ria e incrementan la formacion de raices laterales y
pelos radiculares. Estas respuestas correlacionan con
un aumento en los niveles endégenos de ON a ni-
vel tejido especifico en dichos 6rganos (figura 3). Se



SEGUNDO SEMESTRE 2016

observo un incremento en la expresion del marca-
dor de respuesta a AJ, pLox2:uidA en presencia de SNP
y de N-isobutil decanamida, sugiriendo un papel del
ON en la activacion de respuestas del desarrollo y de-

fensa dependientes de AJ.

Figura 1. Niveles endégenos de ON en células
diferenciadas. (A) Raiz primaria, (B) células de la cofia de
la raiz primaria, (C) regién de diferenciacion de la raiz,
(D) Tricoblastos.

SNP

Control

Figura 2. Efecto del donador de ON, SNP sobre la
formacion de pelos radiculares. Se muestran plantas
transgénicas de Arabidopsis que expresan el marcador de
expansion celular Exp7:uidA.
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Figura 3. Efecto de la acumulacién del ON sobre
procesos de diferenciacion y en la viabilidad celular en el
meristemo de la raiz de Arabidopsis. (A-D) deteccion del
ON en la zona meristematica de la raiz primaria y en las
raices laterales (E-H). (I-L) Zona meristematica de plantas
transgénicas de Arabidopsis que expresan el marcador
AtHistH2B:YFP tenidas con yoduro de propidio.

Conclusiones

El éxido nitrico participa como una molécula se-
nalizadora para regular procesos de division, elon-
gacion y diferenciacion celular en A. thaliana. La al-
camida N-isobutil decanamida y el acido jasmoénico
son dos moléculas involucradas en procesos de desa-
rrollo y defensa que requieren de la senalizacion del
ON para la activacion de dichos procesos.
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Resumen

El endosulfan es un compuesto organoclorado persistente presente en una gran
variedad de plaguicidas comerciales. Su uso excesivo ha provocado severos pro-
blemas ecologicos y de salud publica a escala mundial. El alto coste de los sistemas
fisicoquimicos para su remediacion vuelve poco factible su implementacion a gran
escala. Ante esto, la biorremediacién se perfila como una opcién prometedora para
mitigar esta problematica. En el presente trabajo se evalu6 la tolerancia de 10 ba-
sidiomicetos ante distintas concentraciones de endosulfan y se obtuvieron la tasa
media de crecimiento, el crecimiento relativo y la concentracion efectiva media
(CEs,) para cada uno de ellos. A su vez se estudié la capacidad de produccién de
lacasa y manganeso peroxidasa, enzimas involucradas en la degradacion de conta-
minantes de diversa naturaleza.
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Palabras clave: plaguicidas organoclorados, lacasa, manganeso peroxidasa, dosis
respuesta.
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Introduccion

Debido a la creciente demanda alimentaria mun-
dial, el uso de agroquimicos que permitan obtener
mayores rendimientos se ha intensificado de mane-
ra importante en el sector agricola. El endosulfan
es un insecticida del tipo ciclodieno de amplio es-
pectro. En los tiltimos 30 anos ha sido ampliamente
utilizado en el control de plagas en una gran va-
riedad de cultivos comerciales. Es extremadamen-
te toxico para peces y otros organismos acuaticos,
afecta el sistema nervioso central, higado, rinones,
la composicion sanguinea, asi como la glandula
paratiroides y puede producir efectos mutagénicos,
teratogénicos y reproductivos.

Con el fin de contrarrestar los efectos nocivos
causados por la presencia de endosulfan y otros
compuestos organoclorados en agua y suelo, se
han desarrollado técnicas de remediacion fisicas,
quimicas y biolégicas. Entre las diversas técnicas,
la biorremediacion es considerada la alternativa
menos costosa y mas compatible con el ambiente
para degradar este tipo de contaminantes.

En la naturaleza, existe una gran variedad de
organismos que poseen la maquinaria enzimati-
ca para transformar compuestos xenobiéticos. Los
hongos, especificamente los de la pudriciéon blan-
ca y café de la madera (basidiomicetos), pueden
degradar lignina, un polimero aromatico, de es-
tructura compleja, asi como un amplio espectro
de contaminantes recalcitrantes que incluyen los
bifenilos policlorados, dibenzo dioxinas policlora-
das, triazinas y dibenzofuranos policlorados.

La buasqueda de cepas de basidiomicetos con
capacidad para tolerar el endosulfan es el primer
paso a considerar en la seleccion de cepas candi-
datas para estudiar la micodegradacién de endo-
sulfan en suelo o agua contaminada. El objetivo
del presente trabajo fue seleccionar basidiomicetos
tolerantes al endosulfan a través de bioensayos do-
sis respuesta y cuantificacion de su produccion en-
zimética (lacasa y MnP) bajo estrés por endosulfan.
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Metodologia
Microorganismos y condiciones de cultivo

Se estudiaron diez cepas pertenecientes al cepario
del laboratorio de xenobidticos del CINVESTAV-IPN
(Phanerochaete chrysosporium H-925, Trametes maxi-
ma, Pycnoporus sanguineus SBM-3, Pycnoporus sangui-
neus ACT, Daedalea elegans y Pleurotus sp., asi como
las cepas no identificadas: Tloco-1, Hy-13, Tlalne-3
y TL-1). Todas las cepas se reactivaron en agar papa
dextrosa (APD) y se incubaron a 30 °C por 10 dias,
previo a su utilizacion en los bioensayos.

Bioensayos dosis respuesta

Se utilizé la formulacién comercial «Algodan
350» con una concentracion de 38% p/v del in-
grediente activo endosulfan. Como medio de
cultivo se usé el medio libre de azufre reportado
por Hussain et al. (2007), éste fue esterilizado a
121 °C por 20 min, se dejo enfriar a 50 + 2 °C y
se le anadieron individualmente diferentes con-
centraciones de endosulfan, posteriormente se
verti6 en cajas Petri (90 mm (). Las concentra-
ciones finales (ppm) de endosulfan fueron 1000,
500, 250, 125 y 0 (sin endosulfan).

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Para
la siembra, se tom6 un disco de 6 mm de didmetro
de los cultivos en APD sin endosulfan, se inocul6 al
centro de cada una de las cajas Petri con el plagui-
cida (con los 5 niveles de tratamiento) y se mantu-
vieron en incubacion a 30 °C, bajo oscuridad. Cada
24 h se midi6 el crecimiento micelial desde la parte
posterior de las cajas por medio de una escuadra
milimétrica, cada bioensayo concluyé una vez que
el tratamiento control cubri6 el 100% de la caja de
Petri.
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Figura 1. Crecimiento relativo. *Barras de error representan el error estandar de la media.

Variables de crecimiento

El crecimiento relativo (%) se calculé al dividir el dia-
metro de cada colonia entre el diametro de la co-
lonia control y multiplicando este valor por 100. La
CE,, fue definida como la concentracion de endosul-
fan necesaria para inhibir el 50% del crecimiento del
hongo, se calcul6 a través de un analisis Probit en
SAS 8.1.

Evaluacion enzimatica

El extracto enzimatico se obtuvo segun lo reporta-
do por Mata y Savoie (1998). La actividad de lacasa
se determin6 mediante la cuantificacion espectro-
fotométrica (420 nm) de la oxidacién de 5 mM de
ABTS (100 pl) (acido 2,2'-azino-bis-3-etillbenzotiazo-
lin-6-sulfonico) en buffer de acetato de sodio (0.4 M,
4.5 pH, 600 pl) y extracto enzimatico (300 pl) (Ibra-
him et al., 2011). Una unidad de actividad se definio
como la cantidad de lacasa capaz de oxidar 1pumol
de ABTS por minuto y se reporté en unidades por li-
tro (U/1).

La actividad de MnP se cuantificd a 610 nm (€610
= 4460 M'cm™) con la siguiente mezcla de reaccion:
extracto enzimatico (700 pl), rojo fenol 0.2% (50 pl),
lactato de sodio 0.5 mM (50 pl), albiimina de hue-

vo 0.1% (50 pl), sulfato de manganeso 2 mM (50 pl)
y peroxido de hidrégeno 2 mM (50 pl), disueltos en
buffer succinato sédico 20 mM (pH 4.5) (Kuwahara et
al., 1984). Una unidad de actividad se defini6 como
la cantidad de MnP capaz de oxidar 1pmol de rojo
fenol por minuto y fue reportada en U/L.

Resultados y discusion

La figura 1 muestra el crecimiento relativo de los 6
hongos que exhibieron mayor tolerancia a endosul-
fan. En todos los organismos evaluados la tasa de
crecimiento disminuy6 conforme aumenté la con-
centracion de endosulfan en el medio. Las cepas
que no se exhiben en la grafica presentaron un cre-
cimiento relativo inferior al 10% y fueron descarta-
das para los posteriores estudios.

Para una concentracion de 125 ppm de endosul-
fan, Pleurotus sp. mostré un crecimiento relativo de
50%, el cual fue significativamente mayor (P<0.01) al
del resto de las cepas evaluadas.

Auna concentracion de 1000 ppm, T maxima re-
gistré un crecimiento relativo de 37%, siendo signifi-
cativamente mayor (P<0.01) que el de las otras cepas
evaluadas. Los resultados obtenidos en los bioen-
sayos reflejaron una alta toxicidad del endosulfan
sobre las cepas estudiadas, lo que se manifesté en
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crecimientos relativos menores a 50%, incluso para
la concentracion de trabajo més baja (125 ppm). De
igual manera, se observo que el umbral de toleran-
cia varia en cada cepa estudiada.

En el cuadro 1 se presentan los valores obte-
nidos mediante el analisis Probit para las 6 cepas

analizadas.
Cuadro 1
Analisis Probit
Cepa CEs, IC
(ppm) Pr>y?
Pleurotus sp. 193.2  147.3-236.5 <0.0001
Ps SMB3 59.8 21.9-99.3 <0.0001
T. mdxima 74.8 0.05-177.0 0.0188
TL1 37.45 1.71-90.9 0.0007
Ps. ACT 12.81 0.17-44.2 0.0006
Tloco-1 5.18 0.01-28.56 0.0029

IC = intervalo de confianza para a = 0.05,

CE,, = concentracion de endosulfan a la cual se inhibe el
crecimiento al 50%. Ps SMB3 = P. sanguineus SMB 3

Ps ACT = P. sanguineus ACT.

Los organismos que presentaron las CE;, mas
elevadas fueron las cepas Pleurotus sp., I maxima y
P. sanguineus SBM3. Sin embargo, solo Pleurotus sp.
fue significativamente diferente al resto de las cepas
evaluadas, de acuerdo al traslape de los intervalos
de confianza. Los valores de probabilidad asociada
al valor del estadistico y* fueron inferiores a 0.05, lo
que indica la validez del modelo de regresion para
cada caso.

En cuanto a la actividad enzimaética, el grafico de
la figura 2 ilustra los perfiles de actividad de lacasa
de las distintas cepas evaluadas. En todos las hongos,
con excepcion de Pleurotus sp, la presencia de endo-
sulfan promovié un aumento significativo (P<0.01)
en la actividad de la enzima. Los incrementos en la
actividad de lacasa oscilaron entre 15 hasta 67 ve-
ces mas que el tratamiento control entre los distintos
hongos y concentraciones de endosulfan estudiados.
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El aumento en la actividad de lacasa extracelular
de diversos hongos en condiciones de estrés quimico
o biologico ha sido reportado anteriormente por di-
versos autores (Vladimir ef al., 2010).
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Figura 2. Perfiles de actividad de Lacasa.

Trametes maxima fue el tinico organismo que no
present6 una diferencia significativa (P>0.05) en la
produccion de lacasa conforme aument6 la concen-
tracion de endosulfan a partir de 125 ppm, mientras
para el resto de las cepas se advierte un decremento
significativo (P<0.05) a partir de las 125 ppm de en-
dosulfan. La produccion de lacasa por Pleurotus sp.
no se vio promovida por la presencia de endosulfan,
segun los estudios de Kullman y Matsumura (1996)
la biodegradaciéon de endosulfan puede llevarse a
cabo mediante rutas hidroliticas y oxidativas, lo cual
podria indicar que Pleurotus sp. utiliza un mecanis-
mo preferentemente hidrolitico para la degradacion
de endosulfan. Todos los hongos, a excepcion de
Pleurotus sp., presentaron un incremento significati-
vo (P<0.05) en la produccién de MnP cuando fueron
cultivados en presencia de endosulfan (figura 3).

De manera similar, la actividad enzimatica dis-
minuy6 notoriamente a partir de una concentra-
cion de 250 ppm. Trametes maxima, la cepa con ma-
yor crecimiento a concentraciones superiores a 500
ppm es también la cepa que exhibi6 una producciéon
significativamente mayor (P<0.01) de MnP cuando la
concentracion rebaso las 250 ppm.
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Figura 3. Perfiles de actividad de MnP.

Conclusiones

Las cepas estudiadas mostraron diferente grado de
susceptibilidad al endosulfan. El hongo Pleurotus sp.
resulto ser el més tolerante al obtenerse el valor mas
alto de CE,, (192.3 ppm). Todas las concentraciones
de endosulfan incrementaron de modo considera-
ble la actividad de lacasa de las cepas estudiadas con
la inica excepcion de Pleurotus sp. Mientras que pa-
ra MnP, sélo las cepas P. sanguineus ACT, T. maxima y
Tloco-I elevaron su actividad por efecto del endosul-
fan. El aumento en la actividad de lacasa y MnP co-
mo una respuesta al estrés por el plaguicida, podria
ser favorable para la degradacion endosulfan en fu-
turos estudios de micorremediacion.
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Resumen

Existen antecedentes de que compuestos xenobioticos, como lo es la atrazina pue-
den ser mineralizados o removidos mediante métodos biolégicos, por ejemplo la
degradacion enzimatica. Sin embargo, la actividad enzimatica en condiciones nor-
males no suele ser suficiente para la degradacion de estos compuestos xenobidti-
cos, por lo que en el presente trabajo se busca aumentar la produccion enzimatica
de hongos ligninoliticos bajo estrés biotico al confrontarlos con hongos filamen-
tosos conformando un cocultivo, asi como caracterizar la influencia que tiene esta
condicion sobre el crecimiento y la produccion de enzimas.

Palabras clave: enzimas ligninoliticas, interacciones, micorremediacion, biotecnolo-
gia verde.
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Introduccion

En la agricultura convencional, la atrazina es el
herbicida mas empleado en todo el mundo y en
México es el tercero (Hernandez-Antonio y Han-
sen, 2011). Este herbicida es considerado como un
disruptor endocrino, al ocasionar anormalidades
en el desarrollo reproductivo e inmunosupresion
en organismos no blancos (anfibios, reptiles, pe-
ces y mamiferos) (U.S. Centers for Disease Control,
Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
2003), por esta razon su uso ha sido cuestionado en
la agricultura sustentable.

La remocion de atrazina en agua y suelo con-
taminado ha sido objeto de estudio en los tltimos
anos, la biorremediacién a través de la micorreme-
diacion, es una estrategia promisoria para la des-
contaminacién de agua y suelo (Barr et al., 1992).
La micorremediacion consiste en la aplicacion de
hongos o sus enzimas para la remocion, degrada-
cion o transformacion del contaminante.

Este proceso es mediado por enzimas extrace-
lulares como las lacasas (EC 1.10.3.2) y mangane-
so peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.14) (Christian et al.,
2005). La sobreproduccion de estas enzimas a tra-
vés de métodos compatibles con la biotecnologia
verde, evitando el uso de inductores quimicos y la
modificaciéon genética de microorganismo, ha sido
foco de estudio cientifico.

Al respecto, se ha demostrado que el cocultivo
de basidiomicetos con micromicetos de suelo, es
ventajoso para la produccion de lacasa y MnP, com-
parado al simple monocultivo de basidiomicetos
(Chan-Cupul et al., 2014). Sin embargo, en cuanto
a la remocion de atrazina en agua contaminada
mediante cocultivos fingicos, alin esta en fase de
investigacion.

Por tanto, para conocer la habilidad de los co-
cultivos a fin de adaptarse a agua contaminada, la
finalidad de este estudio fue: 1) evaluar la compa-
tibilidad de Trametes maxima con hongos micromi-
cetos de suelo a través de cocultivos en agua sinté-
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tica-agar (ASA), 2) evaluar la actividad lacasa y MnP
en los cocultivos estudiados bajo el estrés por atra-
zina en ASA.

Metodologia

Se empled una cepa nativa de T. maxima (basidio-
miceto) y Paecilomyces carneus aislado e identifica-
do por Chan et al. (2014) y Heredia y Arias (2008),
respectivamente, el resto de los micromicetos de
suelo fueron aislados de suelo rizosférico de Phrag-
mites australis colectado en La Macha, Actopan, Ve-
racruz. Los cocultivos se realizaron en cajas Petri
con ASA (Glucosa 40 ng/l, KH,PO, 28u/L, NH,NO,
30p/1), el cual se elabord con base en la férmula
para agua sintética de la NOM-DIN 3841M.

La atrazina se adicion6 al ASA después de su es-
terilizacion cuando tenia entre 30 y 40 °C a una
concentracion de 30 ppm. Los cocultivos se es-
tablecieron inoculando a T. maxima (1 disco mi-
celio-agar 6 mm de diametro) en el lado izquierdo
de la caja Petri e inoculando al micromiceto fila-
mentoso del lado derecho (5 pl de una solucién de
1 x 107 esporas/mL). Como controles se emplearon
monocultivos de cada hongo.

Se evalud el crecimiento radial del hongo em-
pleando una escuadra milimétrica y se evaluo el tipo
de interaccion de acuerdo con la escala establecida
por Badalyan et al., (2004), donde se describen los si-
guientes tipos de interaccion: @) inhibicion mutua al
contacto, b) inhibicion a distancia, ¢) reemplazo con
crecimiento sin inhibicion al contacto, C,, reempla-
zo parcial después de la inhibicion al contacto, C,,
reemplazo completo después de una inhibicion al
contacto, C,, reemplazo parcial después de una inhi-
bicion a distancia y Cy, reemplazo completo después
de una inhibicién a distancia.

La actividad enzimatica se evalué al momento de
la confrontacion entre 1. maxima y el micromiceto
(unién de micelios). El extracto enzimaético se obtu-
vo tomando cinco discos de micelio-agar de la zona
de confrontacion y depositandolo en 5 mL de agua
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desionizada estéril, el agua con los discos se agit6
durante 15 min y centrifugo6 a 7 000 rpm durante 10
min, el sobrenadante se tomo para la cuantificacion
de lacasa y MnP (Qian y Chen, 2012)

Resultados y discusion

Los resultados indican que T. maxima es compati-
ble con Penicillium sp. No. 2, debido a que mostraron
una inhibicién al contacto. La cepa de Trichoderma
sp., Paecilomyces carneus y Penicillium sp. No. 1 mos-
traron inhibicion a distancia y Aspergillus sp. mostro
un remplazo parcial sobre T. maxima (cuadro 1). En
si, estas cepas no son compatibles con T. maxima (fi-
gura1).

Cuadro 1
Tipo de interaccion entre Trametes maxima
y diferentes hongos de suelo

Micromicetos de suelo
TRIC PEN1 PEN2 AS PAE
T maxima B(2) B2 A@) Cu(35) B(2

TRIC = Trichoderma sp., Penicillium sp. No.1, PEN2 =
Penicillium No. 2, PAE = Paecilomyces carneus.

Figura 1. Tipos de interaccion entre Trametes maxima y
hongos de suelo en agua sintética agar (ASA).
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En cuanto a la actividad enzimatica en ASA, se
encontré una mayor actividad de MnP en el cocul-
tivo de T. maxima-Penicillium sp. No. 1 (8 U/L, figura
2A), comparado con el monocultivo de T. maxima.
Sin embargo, cuando a este cocultivo se realizo en
ASA suplementado atrazina (30 ppm), la actividad
enzimaética se inhibi6 significativamente (p < 0.05),
este efecto en la actividad enzimatica, representa
un efecto téxico sobre ambos hongos. Por el con-
trario, bajo el efecto de la atrazina, el cocultivo de
T maxima-P. carneus estimuld (p < 0.05) su actividad
MnP.

Existen reportes que mencionan ambos feno-
menos en organismos fungicos, al respecto, se ha
reportado un incremento en la actividad MnP de
Ganoderma lucidum entre 2.0 y 3.3 veces mas cuando
se dispuso en medio de cultivo con bentazon y diu-
ron (herbicidas) (Da Silva ef al., 2010). No obstante,
también se ha reportado una fuerte inhibicion en la
produccion de MnP de C. maxima 'y C. hirsutus al cul-
tivarlo en un medio suplementado con 20 gm L* de
atrazina (Gorbatova et al., 2006).

Respecto a la actividad lacasa, T. maxima no in-
cremento la actividad de la enzima cuando se dis-
puso en cocultivo en medio de ASA sin atrazina. En
contraste, cuando se le adiciono atrazina al ASA 'y se
dispuso a T. maxima en cocultivo con Penicillium sp.
No. 1y Trichoderma sp., se encontr6 un aumento sig-
nificativo (p < 0.05) en la actividad lacasa. Los incre-
mentos fueron en el orden de 1.0 y 1.2 veces mas
con Penicillium sp. No. 1y Trichoderma sp., respec-
tivamente. Estos resultados concuerdan con los
de Mougin et al. (2002), quienes encontraron un
aumento en la actividad lacasa entre 3.6 y 4.0 ve-
ces al crecer a T. versicolor en medio de cultivo con
atrazina (5 mM).

La actividad lacasa en el ASA con atrazina es ma-
yor que cuando no se le agrega atrazina. Posible-
mente este efecto sea mediado por la falta de fuentes
de C y N en el ASA sin atrazina, o posiblemente el es-
trés por atrazina sea la razén de este incremento en
la actividad enzimaética, como lo reportan algunos
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estudios (Gorbatova et al., 2006; Rezende et al., 2005;
Mougin et al., 2002).

Ademas de la atrazina, otros herbicidas que ac-
thian como estresores e incrementan la actividad la-
casa en hongos ligninoliticos se encuentran el Ben-
tazon, Diuron y el Imazaquin Rezende et al., 2005).
Los aportes de este trabajo son puntuales en cuanto
a la seleccion de cocultivos con actividad lacasa y
MnP bajo estrés por atrazina en ASA.

A 3 i ; iy ;
Actividad de MnP de Tremetes morina en ASA sin Afrazina
] . |
TRAM  TRAM-PAE TRAM-PENI THAM-PLNZ TRAM-ASP TRAM-TRN
[
Activiclad de MnP de Trametes marima en ASA con Afrazina
s _ . - e . g
TRAM TRAM-PAE TRAM-PEN] TRAM-PEND TRAM-ASP  TRAM-TRI
t Activichad cle lacasa ce Trometes meacrima e ASA sin Atrazina
T TRAM-PAE TRAM-PENI TRAM-PENZ TRANCASP  TRAM-TAIC
B P i 4 :
Actividad de lacasa de Trometes moorima enc ASA con Mrcing

e B __ i

TRAM-PAE TRAM-PENT TRAM-PEN2 TRAM-ASP RAM-TRIC

Figura 2. Actividad MnP y lacasa en el cocultivo de
T. maxima y micromicetos de suelo en ASA con y sin
atrazina.

Tomando en consideracién lo mencionado, el co-
cultivo entre T. maxima y Trichoderma sp., es candida-
ta a emplear en el estudio de micorremediacion de
atrazina en agua contaminada, debido a su incre-
mento en la actividad lacasa y MnP.
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Conclusiones

La compatibilidad (inhibicion al contacto micelial)
entre Trametes maxima y micromicetos de suelo no
se pudo relacionar con la actividad lacasa y MnP en
los cocultivos. Sin embargo, ambas enzimas fueron
incrementadas por la adicién de atrazina en el ASA.
Se propone al cocultivo T. maxima-Trichoderma sp. co-
mo candidato para evaluar en micorremediacion de

atrazina en agua contaminada.
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Resumen

Se realizaron muestreos en la Reserva de la Bidsfera «Sierra de Huautla» (REBIOSH)
ubicada en el municipio de Tlaquiltenango, Morelos, en una zona contaminada con
metales como Pb, Agy cd por causa de la actividad minera metalifera. Se colectaron
plantas con suelo asociado a las mismas, con la finalidad de determinar si las plan-
tas y microorganismos que se encuentran en estos jales mineros tienen el potencial
para ser utilizadas en biorremediacién. Se colectaron e identificaron once especies
de plantas: Dalea leporina (Ait.) Bullock, Gomphrena serrata L., Aldama dentata Llave
et Lex., Meloquia tomentosa L., Dicliptera peduncularis Nees, Sigesbeckia jorullensis
Kunth, Salvia riparia Kunth, Sanvitalia procumbens Lam, Senna obtusifolia L., Borre-
ria suaveolens G. Mey y Liquen; también se identifico en el sitio la especie Acacia
farnesiana (L) Willd (CONABIO, 2009). A partir de las muestras de suelo colectadas se
cultivaron y aislaron bacterias a las que se les realizaron pruebas de resilencia en
concentraciones de 200, 400, 800 y 1200 ppm de pb*2 en forma de Pb (NO,),, y se
obtuvieron siete cepas que logran crecer a 800 ppm de plomo y una cepa que logra
crecer @ 1200 ppm, de estas cepas aisladas, dos fueron utilizadas para identifica-
cion, mediante la secuenciacidon de su ADN ribosomal 16S. Las secuencias obtenidas
se compararon con un alineamiento BLASTN y se tuvo como resultado que pertene-
cen a los géneros Curtobacterium sp.y Bacillus sp. Se encontrd que la cepa de Curto-
bacterium utiliza posiblemente el mecanismo de secuestro extracelular para tolerar
altas concentraciones de pb, lo anterior debido a que se observoé la producciéon de
un hexopolisacarido cuando existe en el medio gran nimero de células bacterianas
y acumulacion y oxidacion de plomo intracelularmente cuando la cepa se encuen-
tra con un mayor grado de dilucion.
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Introduccion

Los metales pesados se encuentran de forma natu-
ral en la corteza terrestre. Estos se pueden convertir
en contaminantes si su distribucién en el ambiente
se altera mediante actividades humanas. En gene-
ral, esto puede ocurrir durante la extracciéon minera,
el refinamiento de productos mineros o por su libe-
racion al ambiente de efluentes industriales y emi-
siones vehiculares. Ademas, la inadecuada disposi-
cion de residuos metalicos también ha ocasionado
la contaminacioén del suelo, agua superficial y subte-
rranea, y de ambientes acuaticos (SEMARNAT, 2009).

La contaminacién ha degradado el suelo ocasio-
nando que pierda su calidad, un ejemplo de esto es
la contaminacién con metales pesados, que causa
danos severos tanto al ambiente como a la salud hu-
mana. En México, como consecuencia del desarro-
llo industrial, se registra una creciente contamina-
cion ambiental, sobre todo a causa de varios siglos
de actividad minera.

La industria minera es una de las actividades eco-
noémicas de mayor tradicion en el pais, ésta es ma-
yoritariamente metalica y se dedica principalmente
a la produccion de Cu, Zn, Ag y Pb. El plomo es un
contaminante ambiental persistente que se acumu-
la en los tejidos de los seres vivos generando la bio-
magnificacion a lo largo de la cadena tréfica. Afor-
tunadamente existen microorganismos capaces de
adaptarse a condiciones extremas sin sufrir impac-
tos significativos (Naik & Dubey, 2013).

Metodologia
Procesamiento del suelo

Se realizaron dos muestreos aleatorios simples en la
zona contaminada con jales mineros en la Reserva
de la Bidsfera Sierra de Huautla. El1 muestreo, em-
balaje y procesamiento del suelo se basé en la nor-
ma técnica NMX-AA-132-SCFI-2006. De acuerdo
con la norma, antes de llevarse a cabo el molido de
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las muestras de suelo se retiraron las piedras y res-
tos vegetales, una vez que el suelo fue disgregado,
las muestras fueron cribadas en una malla de 9.51
mm y posteriormente por una de 2 mm de diametro
(malla 10) de acero inoxidable.

La parte de la muestra que logré pasar por ambas
mallas es la que tiene el grado de fineza convenien-
te para cuantificar los metales pesados. Después se
realiz6 digestion acida, para efectuar este procedi-
miento se pesaron aproximadamente 2 g de suelo,
las muestras fueron digestadas con la adicion de 10
mL de acido nitrico concentrado (HNO;) y 3 mL pe-
roxido de hidrégeno (H,0,) al 30% hasta que no hu-
bo reaccién de efervescencia, se anadieron 10 mL de
acido clorhidrico a la digestion inicial para aumen-
tar la solubilidad de los metales, y la muestra se ca-
lent6 durante quince min a 95 °C cuidando que no
hirviera, se dej6 enfriar y se filtr6 con papel What-
man namero 41.

El papel filtro se enjuagd con acido clorhidrico
caliente y en seguida con agua para solubilizar las
particulas de suelo, la solucién se llevo hasta un vo-
lumen final de 100 mL. Después de realizar la diges-
tion acida a todas las muestras se determiné la con-
centracion de plomo mediante absorcién atémica
(EPA, 1996).

Identificacion y procesamiento
de especies vegetales

Se realizaron dos muestreos aleatorios simples de
las plantas que crecen en el sitio contaminado, cui-
dando tomar desde las raices y procurando no danar
las muestras. Luego se embalaron y etiquetaron con
clave de identificacion, descripcion de la planta, fe-
cha y lugar de muestreo. Se pusieron en una hielera
para ser transportadas y protegidas del calor y la ra-
diacion solar.

Una vez que las plantas llegaron al laboratorio
se pesaron y lavaron con agua destilada, las plantas
colectadas en el primer muestreo fueron trasladadas
al Jardin Etnobotanico de Morelos, donde fueron
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identificadas y las que se colectaron en el segqundo
muestreo se usaron para analisis mediante absor-
cion atémica. Cada muestra vegetal se seco en estu-
fa a una temperatura de 60 °C durante 72 h, fueron
molidas y tamizadas con malla nimero dieciséis y
con malla nimero sesenta, después se les realizo di-
gestion acida y por ultimo se les aplico espectrofoto-
metria de absorcion atomica.

Aislamiento y cultivo de
microorganismos resistentes a plomo

Se prepararon y esterilizaron soluciones de 10 g/L de
nitrato de plomo Pb (NO;),. Cada una de las soluciones
se mezclo con el medio de cultivo a concentraciones
de Pbz* de 200, 400, 800 y 1200 ppm.

Se pesaron 5 g de cada muestra de suelo y se co-
locaron en matraces Erlenmeyer con 45 mL de agua
estéril y perlas de vidrio, posteriormente se agitaron
en una incubadora orbital por 30 min a 30 °C. Una
concentracion final de 0.4 g/mL de estas soluciones
se diluydé de manera serial a 1¥107, 1104, 1¥10°3,
1x10°%, 1x107 y 1x10°% g/mL y se sembrd por disper-
sion con perlas de vidrio alicuotas de 100 L de las
diluciones 1x107, 1x10* y 1x10° sobre el medio de
cultivo nutritivo bajo en fésforo y nitrégeno adicio-
nado con 200 ppm de Pb(NO;),, se incubaron a 28.6
°C por 48 h (revisando a las 24 h de incubacion).

Se identificaron morfol6gicamente las colonias
que crecieron y después se sembr6 cada colonia por
estriado general en cajas Petri de 35 x 10 mm que
contenian medio de cultivo con 200 mg/L de Pb
(NO,), (Jin, 2013).

De las cajas anteriores se tom6 una asada y se
sembro por estriado en tres campos en medio con
200 ppm de Pb(NO;),, se incubaron por 24 h y se
evaluaron cualitativamente con tres cruces las que
tuvieron mayor tamafio y densidad colonial, las ce-
pas que obtuvieron tres cruces se dejaron crecer a
temperatura ambiente y tres dias después se tomo6 de
las cajas anteriores las colonias que estaban ya aisla-

das y se sembraron en estria general, se incubaron
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por 48 h en medio con 200 ppm de Pb(NO;), y se hi-
zo una diluciéon de cada colonia hasta obtener una
densidad optica de 0.5 a 600 nm de cada cepa, s6lo
se logro6 hacer diluciéon de siete de las ocho cepas de-
bido a que una de ellas (MR6) no solubilizé adecua-
damente en el agua.

A partir de esta concentracion de células se reali-
zaron diluciones seriadas hasta 1x10°® y se procedi6 a
practicar una prueba de resilencia a estas siete cepas
(Jin, 2013).

Resultados y discusion

En el cuadro 1 se presentan los resultados derivados
del analisis de las concentraciones de plomo tanto
en suelo como en tejido vegetal. Se puede ver que el
sitio de estudio se encuentra contaminado con un
promedio de 1310.066 mg de Pb/kg de suelo, esta
concentracion supera el limite maximo permisible
de plomo en suelo de uso industrial que se encuentra
en 800 mg/kg segiin la norma NOM-147-SEMARNAT/
SSA1-2004.

250

200

150

100

50 :I I I:

0
Dalia Gomphera ~ Sanvitalia  Sigesbeckia
leporina serrata  procumbens  jorullensis

Figura 1. Concentraciéon de plomo en tejido vegetal,
medida por espectroscopia de absorciéon atdmica.

Como se observa en la figura 1, la especie vege-

tal que tuvo mayor concentracion de plomo acumu-
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Cuadro1
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Concentraciones de Pb analizadas mediante FAAS

Nombre cientifico

Dalea leporina 1893.49
Gomphrena serrata 415.79
Sanvitalia procumbens 1609.47
Sigesbeckia jorullensis 1309.47

Cs
(mg/kg) Bp (mg)
2000
2049

1649.4
2523

Cs = concentracion de Pb en el suelo, Bp = biomasa seca de la planta,
Cp = concentracion de Pb en la planta, Mg = cantidad de plomo
en mg removida por la planta, FBC = Factor de Bioconcentracion.

lado en sus tejidos fue la Sanvitalia procumbens que
se encuentra abundantemente en los jales mineros.
Esta especie presenta muy poca generacion de bio-
masa debido a que su metabolismo se enfoca en la
extraccion y acumulacion del metal pesado.

A partir de la especie vegetal Dalea leporina (MR),
se aislaron seis morfologias bacterianas (cuadro 2)
de las cuales destaca la numero dos por tolerar hasta
1200 ppm de Pb en la prueba de resilencia, ademas
de mostrar evidencia de utilizar el mecanismo de se-
cuestro extracelular de metales pesados por medio
de la generacion de hexopolisacarido.

En el cuadro 3 se puede observar el cambio fenoti-
pico que presenta la cepa de Curtobacterium sp. en una
dilucion seriada, cuando las diluciones son pequenas,
caso de las diluciones 1x10" a 1x10, las colonias son
levemente amarillentas y bastante mucosas debido a
la produccion de hexopolisacarico, caso contrario en
las diluciones grandes de 1x10 a 1x10°* donde se ob-
serva una reduccion de la mucosidad y la oxidacion
del plomo lo cual genera el cambio de coloracion.

Cp(mg/ Mg (mg/kg)
« FBC
kg) Cp*Bp
87.371 174742 0.0461
65.3325 133866.2 0157
236.7963 390571.8 0.147
91.1163 229886.4  0.0696
Cuadro 2

Morfologia bacteriana de las colonias

que crecieron a partir del suelo asociado

Colonia

1

a la especie vegetal Dalia leporina

Muestra MR
Morfologia colonial

Colonias pequenas (2 mm), color amarillo
con borde liso y traslacidas.
Colonias medianas (5 mm), color blanco con
bordes definidos, mucosa y traslucida.
Colonias medianas (5mm), color blanco
con bordes irregulares, opacas con borde
traslacido.
Pequenas (2 mm), blancas con borde liso,
opacas pero dejan pasar la luz.
Grande (1 cm), amarilla en el centro y trasla-
cida en los bordes presenta iridiscencia (posi-
ble Pseudomonas).
Mediana (5 mm) y blanca con borde irregu-

lar y grisaceo.
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Cuadro 3
Morfologia de la cepa MR2 Curtobacterium sp.
en medio bajo en fosforo y nitrégeno adicionado
con 400 ppm de Pb(NO )

%10 [1X107 T1xa0"

L1X10° RESTH

Las especies vegetales muestreadas que se iden-
tificaron y que destacan por haber sido reportadas
previamente o debido a que a partir de su suelo aso-
ciado se aislaron los microorganismos con mayor
resistencia a plomo se enuncian a continuacion:

Dalea leporina. Aunque no se encontr6 distribuida
en toda la zona de estudio, tuvo una amplia variedad
de morfologia bacteriana, adicionalmente, a partir
de la rizosfera de esta planta se aislo la cepa Curtobac-
terium sp., que es la cepa con mayor tolerancia al Pb
(NO,), en las concentraciones ensayadas en la prueba
de resilencia, ademas de ser la especie de planta que
crece en la mayor concentracion de plomo registrada
en los jales mineros siendo 1893.491 mg/kg.

Aldama dentata la Llave. Se encontr6 en el sitio,
presenta alteraciones morfoldgicas, especificamen-
te una disminucion en el crecimiento, lo cual indi-
ca, que si bien presenta resistencia a la concentra-
cion de metales pesados, ya que se crece en la zona
contaminada, los niveles elevados de metales pesa-
dos podrian estar influyendo en la disminucién de
la produccién de biomasa.

Sanvitalia procumbens. Se encuentra en grandes
cantidades sobre los jales mineros y es la especie con
mayor acumulacion de plomo con 1607.5 mg/kg; no
obstante, ninguna morfologia colonial aislada del
suelo aledario a esta especie vegetal logro ser selec-
cionada para la prueba de resilencia.
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Conclusiones

Se obtuvo un total de 54 bacterias aerobias aisladas
de las muestras de los jales mineros que se ubican en
la REBIOSH, todas crecieron en medio mineral bajo
en fosforo y nitrogeno adicionado con 200 ppm de
Pb(NO;),. Ocho de estas cepas se sometieron a con-
centraciones de 400 a 1200 ppm de Pb(NO;), en una
prueba de resilencia.

Se seleccionaron tres bacterias con potencial de
biorremediacion de plomo, de éstas tres cepas se lo-
gr6 identificar dos de ellas Curtobacterium sp. (MR2),
cepa asociada a la especie vegetal Dalea leporina y
Bacillus sp. (H20 6), cepa asociada a la especie vege-
tal Acacia farnesiana, ambas cepas han sido reporta-
das por diversos autores para ser utilizadas en bio-
rremediacion. Aunado a esto, se comprobo que las
plantas que crecen sobre los jales mineros son ca-
paces de tolerar niveles elevados de plomo, incluso
superiores a los establecidos en la norma, ademas de
ser capaces de extraerlo y acumularlo en sus tejidos.
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Remociéon de Cromo (VI) en solucion por la cascara
de semilla de calabaza (Cucurbita mdaxima Duch)
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Resumen

En este trabajo se analiz6 la capacidad de remocién de Cromo (vi) en solucién por
cascara de semilla de Calabaza, determinando la concentracion del metal por el
método de la Difenilcarbazida, se descubrié que la remocién total del metal (50
mg/L) ocurre a los 150 min, a pH de 1.0y 40 °C, con 1 g de biomasa, mientras que con
5 g la remocion total del metal ocurre a los 25 min. En las concentraciones de cr (vi)
analizadas, la cascara de semilla mostré gran capacidad de remocion, pues a los 45
min de incubacion, la biomasa estudiada remueve 1.0 g de cr (v1) con la produccién
simultanea de cr (1), y en un ensayo de biorremediacién de tierra y agua contami-
nados con el metal, se elimind a los 7 dias de incubacion, por lo que dicha biomasa
puede utilizarse para eliminarlo de aguas residuales industriales.

Palabras clave: remocién, Cromo (vi), biomasa, cascara de semilla.
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Introduccion

Debido a las actividades industriales, como la pro-
duccion de acero, mineria, cemento y curtido de
pieles, ciertas zonas de la reptblica mexicana tienen
altos niveles de cromo en suelo y agua (Vitti & Pace,
2006). El uso de lodos de aguas negras o de fertili-
zantes con diferentes concentraciones del cation, en
algunas practicas agronémicas, son otros de los fac-
tores contribuyentes a la contaminacién ambiental
por el metal.

En las aguas residuales, el Cr (VI), se encuentra en
soluciéon como CrO,* (2), puede removérsele por re-
duccion, por precipitacion quimica, por adsorcion y
por intercambio i6nico (Cotton & Wilkinson, 1980).
Recientemente, se ha analizado el uso de metodo-
logias alternativas, como la remocién y/o reduccion
de Cr (VI) a Cr (11I) por bacterias, algas, levaduras y
hongos (Cervantes et al., 2001).

Por otro lado, también se han utilizado materia-
les de desecho, como residuos industriales agrico-
las o urbanos para la eliminacién o recuperacion
de metales pesados de efluentes industriales con-
taminados, entre los que se encuentran: residuos
de manzana, corteza de arbol, cascara de avella-
na, cascara de naranja y tamarindo (Verma et al.,
2006), con resultados altamente satisfactorios.

Interesa analizar otros materiales de desecho y
por lo tanto econdmicos, para tratar de eliminar este
metal de aguas y suelos contaminados, asi como la
biorremediacion de los mismos. La finalidad de es-
te estudio fue examinar la remocién de Cromo (V1)
por la cascara semilla de Calabaza (Cucurbita mdxi-

ma Duch).
Metodologia

Se utiliz6 la biomasa celular de la cascara de semilla
de Calabaza, obtenida de diferentes mercados sobre
ruedas de la ciudad de San Luis Potosi, México. Se
trabaj6 con 100 mL de una solucién de 50 mg/L de Cr
(V1), obtenida por dilucién de una solucién patrén de
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71.86 mg/L preparada en agua tridesionizada a partir
de K,CrO,. Se ajusto6 el pH de la dilucion a analizar
con H,S0, 1 M y NaOH 1 M, antes de adicionarla a la
biomasa celular.

Para los estudios de remocion, 1g de biomasa ce-
lular se mezclé con 100 mL de una solucion de 50
mg/L del metal (a diferentes pH's y 28 °C) y se incu-
baron con agitaciéon constante (100 rpm), y a dife-
rentes tiempos se tomaron alicuotas de 5 mL cada
una, se centrifugaron a 3000 rpm (5 min), y al sobre-
nadante respectivo se le determiné la concentracion
de Cr (VI), utilizando el método colorimétrico de la
difenilcarbazida (Greenberg et al., 1992). Los limites
de deteccion se encuentran en un rango de 0.02-05
ug/L de Cr (VI).

Resultados y discusion

Se encontr6 que la mayor remocion se obtiene a un
pH de 1.0 (100%), a las 8 h de incubacién (figura 1).
Cambios en la permeabilidad, de origen desconoci-
do, podrian explicar en parte las diferencias encon-
tradas en el tiempo de incubacion, proporcionando
mayor o menor exposicion de los grupos funcionales
de la pared celular de la biomasa (Kratochvil & Vo-
lesky, 1998).

Para las biomasas naturales, la mayoria de los au-
tores reportan un pH 6ptimo de 2.0, por ejemplo se-
millas de tamarindo (Agarwal et al., 2006), bagazo y
pulpa de cana de aztcar (Sharma & Forster, 1994),
y un pH de 3.0 para la cascara de tamarindo trata-
da con acido oxalico (Popuri et al., 2007). El Cromo
(V1) se encuentra como HCrO,, Cr,0,%, CrO,%, Cr,0,,%,
Cr;0,> (11). Una baja en el pH causa la protonacion
de la superficie del adsorbente incrementando la
bioadsorcion en la solucién. Sin embargo, cuando
el pH aumenta, se incrementa la concentracion de
iones OH-, lo que impide la bioadsorcion de los iones
Cromo (V1) cargados negativamente (12).
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Figura 1. Efecto del pH sobre la remocion de 50 mg/L de
Cromo (V1) en solucién por la biomasa de la cascara de
semilla de Calabaza. 28 °C. 100 rpm. 1 g biomasa.

Referente a la temperatura de incubacion, se ob-
servo que a 40, 50 y 60 °C, la remocion es total a los
150 min (figura 2), resultados que son menores a
los reportados para las cascaras de litchi y naranja
con un 100% de remocién a los 6 y 10 min., (Acos-
ta-Rodriguez et al.,, 2012a; 2012b). El incremento en
la temperatura aumenta la velocidad de remocién
de Cromo (V1) y disminuye el tiempo de contacto re-
querido para la completa remocion del metal.
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Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la remocion de
50 mg/L de Cromo (VI) en solucién por la biomasa de
la cascara de semilla de Calabaza. pH 1.0. 100 rpm. 1 g
biomasa.

También se encontr6 que la concentracion del
metal no influye en la remocién del mismo, pues
200 y 1000 mg de Cr (VI) se eliminan a los 45 min a
40 °C como se observa en la figura 3. Con respecto
a las otras biomasas utilizadas, la mayoria de los au-
tores reportan menores eficiencias de remocion del
metal, por ejemplo: 45 mg/L por la corteza de euca-
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lipto (Sarin & Pant, 2006); 13.4 y 17.2 mg/L por baga-
zo y pulpa de cana de azuicar (Kratochvil & Volesky,
1998).
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Figura 3. Efecto de la concentracién de Cromo (VI) sobre
la remocién del mismo, por la biomasa de la cascara de
semilla de Calabaza. pH 1.0. 100 rpm. 1 g biomasa. 40°C.

Al aumentar la cantidad de biomasa, también se
incrementa la remocién de Cromo (VI) en solucion
como se observa en la figura 4, pues 5 g de la cas-
cara remueven el 100% del metal a los 25 min, a 28
°C, debido a que hay mas sitios de bioadsorcion del
metal. Resultados similares se han reportado para la
cascaras de litchi y naranja (Acosta-Rodriguez et al.,
2012a; 2012b), R. nigricans, aunque este tltimo con
10 g de biomasa (Bai and Abraham, 2001), pero son
diferentes a lo reportado por Zubair et al., (2008) para
la biomasa de los desechos de la mandarina (gaba-
z0), quienes reportan una concentracion 6ptima de
biomasa de 100 mg/L.
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Figura 4. Efecto de la concentraciéon de biomasa sobre la
remociéon de 50 mg/mL de Cromo (VI). pH 1.0. 100 rpm.
28 °C.
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Conclusiones

La biomasa analizada tiene la capacidad de remover
eficientemente Cr (VI) en solucion y es por esta ca-
racteristica que puede ser usada en la descontami-
nacion de efluentes industriales conteniendo dicho
metal, por lo que la aplicacién de esta tecnologia
presenta un gran potencial para la eliminaciéon de
éste; ademas de que la biomasa es natural, facil de
obtener y transportar en grandes cantidades.
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Resumen

La contaminacién de suelos agricolas por hidrocarburos es uno de los principales
problemas derivados de fugas o derrames durante su trasporte. En el presente tra-
bajo se realizd la biorremediacion mediante la bioestimulacion y bioaumentacion
con dos microorganismos aislados del mismo suelo contaminado. Se observ6 una
remocion de hidrocarburos rango diesel (HRD) del 3 al 31% para tratamientos bioau-
mentados con Bacillus sp., y del 12 al 78% con Meyerozima sp. Asimismo del 11 al
93% con ambos microorganismos. Sin embargo, estos valores fueron similares, 31
al 81%, al tratamiento de bioestimulacién. Por lo que para este suelo result6 que la
bioestimulacion es la alternativa mas factible para la remocién de los contaminan-
tes de este suelo agricola, comparada con la bioaumentacion.

Palabras clave: remocién, diesel, microcosmos.
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Introduccion

En los procesos de biorremediacion existen dos
opciones: la bioestimulacion y la bioaumentacion.
La bioestimulaciéon de un sistema contaminado
es la introduccion de nutrientes, en particular los
fertilizantes organicos y inorganicos, con el fin de
promover el crecimiento y estimular a los microor-
ganismos autoctonos con capacidad de degradar
los contaminantes de interés (Juwarkar et al., 2010;
Pankrantz, 2001).

La bioaumentaciéon es la adicion de cepas o
consorcios de microorganismos nativos y no-na-
tivos para eliminar su contaminacién (Fantroussi
& Agathos, 2005). En el presente trabajo se deter-
minoé la remocién de Hidrocarburos Rango Die-
sel (HRD: C,, a C,5) de un suelo agricola, mediante
bioestimulacion y bioaumentacion con dos cepas
previamente aisladas del mismo suelo agricola
contaminado; una bacteria (Bacillus sp.) y una le-
vadura (Meyerozima sp.) (Islas-Garcia, 2014).

Metodologia

La biorremediacién del suelo se realiz6 a nivel mi-
crocosmos en frascos serologicos de vidrio de 125
mlL, conteniendo 30 g de suelo. El diseno expe-
rimental consisti6 de 6 tratamientos y 2 contro-
les, en todas las pruebas se aplicé la bioestimula-
cion, excepto un control. La bioestimulacion se
efectud a una proporcion de nutrientes (C:N:P) de
100:10:1, con adiciéon nitrégeno y fosforo ((NH,),
SO, y KH,PO,), micronutrientes hierro y magnesio
Fe SO, y MgS0,), paja de trigo como material orga-
nico y con el ajuste de la humedad al 50% de la Ca-
pacidad de Campo y fueron aireados cada 2 dias.
La bioaumentacion consistié en la inoculacion de
1mL conteniendo 2.65x10% UFC/ml de Bacillus sp.
y/0 4.38 x108 UFC/ml de Meyerozima sp. A los 20 dias
de tratamiento se efectué nuevamente la bioesti-
mulacion para reacondicionar los microcosmos.
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Los tratamientos T1 (no estéril) y T2 (estéril) se
bioaumentaron con Bacillus sp., T3 (no estéril) y T4
(estéril) se bioaumentaron con Meyerozima sp.; T5 (no
estéril) y T6 (estéril) se bioaumentaron con ambas
cepas. El control C (no estéril) no se bioestimul6 ni
bioaumento, CB (no estéril) sélo se bioestimuld pe-
10 no se bioaumento. Las variables respuesta fueron:
Remocion de HRD a los 10, 20 y 30 dias de tratamien-
to yla produccién de CO, (cada 2 dias), para determi-
nar indirectamente la actividad microbiolégica de
cada microcosmos.

La determinacién HRD se realiz6 mediante el
método de extraccién EPA3546 (2007) en un horno
de microondas CEM MARS-Xpress y el analisis por
cromatografia de gases con detector de ionizacion
de flama con el método EPAS015C (2007). Se empled
un cromatografo Thermo Scientific modelo GC Fo-
cus Series, equipado con columna capilar GRACE de
30 m de longitud por 0.32 mm de diametro interno
y 0.25 pm de grosor de capa AT™.-5 como gas aca-
rreador se utilizo nitrogeno y como gases auxiliares
hidrégeno y aire. Condiciones del equipo: inyector
250 °C (split flow: 39ml/min), detector 250 °C y co-
lumna 50-270 °C (rampa en 17.67 min). Las muestras
se concentraron a un volumen de reconstitucion de
2 mLy se inyect6 1 puL en el cromatografo de gases.

La determinacion de la produccién de CO, en los
microcosmos se realizo mediante un cromatogra-
fo de gases GOW-MAC Modelo SERIES 580, columna
concéntrica empacada ALLTECH CTR 8700, el gas
acarreador fue el helio. Condiciones del equipo: in-
yector 40 °C, detector a 100 °C, corriente 125mA, co-
lumna temperatura ambiente (25 °C) (corrida de 4.0
min). El volumen inyectado de muestra fue de 2 mL.

Resultados y discusion

La produccion de CO, se reporta como el CO, total
acumulado durante los 30 dias (figura 1). De es-
ta manera se observo que los tratamientos T3 y T5
presentaron la mayor cantidad de CO, durante el
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proceso de remediacion, sequidos T1 y T2. Por otro
lado, los tratamientos con menor produccion de CO,
fueron los tratamientos T4 y T6. El control C no mos-
tr6 produccion de CO,, mientras que el control CB si
present6 una alta produccion.

La alta o baja producciéon de CO, indican la acti-
vidad metabdlica en cada tratamiento, pero el CO,
no necesariamente es proporcional con la remocion
del contaminante, debido a que quiza existen otros
factores abidticos (fotdlisis e hidrélisis) y bidticos co-
mo descomposicion de materiales organicos que
también generan CO,. Esto nos demuestra la com-
plejidad de los procesos microbianos y fisicoquimi-
cos que suceden en los sistemas de suelos.

Se observo que los tratamientos inoculados con
Bacillus sp. presentaron valores de remocion de HRD
de 3 a 18% en el tratamiento T1 (no estéril) y de 11 a
31% en el T2 (estéril), determinando que cuando s6-
lo esta presente Bacillus sp. en el suelo contaminado
existe una mayor remocion, en comparacion al sue-
lo (no estéril) con microorganismos nativos (figura
2). De forma similar en los tratamientos con Meye-
rozima sp. se observo para T3 (no estéril) remociones
del 12 al 28% y para el T4 (estéril) del 12 al 78% (figura
2).

En los tratamiento inoculados con Bacillus sp. y
Meyerozima sp. se presentaron los mayores valores de
remocion con el 11 al 86% en el tratamiento (T5) (no
estéril) y del 14 al 93% en el (T6) (estéril), demostran-
do que en conjunto estos microorganismos presen-
tan una mayor remocién del contaminante.
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Figura 1. Produccién total acumulada de CO, en los
diferentes tratamientos.

Estos resultados nos indican que estas cepas, ais-
ladas del mismo suelo contaminado tienen la ca-
pacidad de degradar este contaminante. Pero en
presencia de los microorganismos nativos del suelo
la remocién disminuye, tal vez debido a la compe-
tencia e inhibicion entre las poblaciones inoculadas
y las nativas. En general, se observé que remociéon
a los 10 y 20 dias es baja en todos los microcosmos,
mientras que la mayor remocion se present6 a los 30
dias de tratamiento.
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Figura 2. Remocién de HRD en diferentes tiempos y
diferentes tratamientos.
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El control C (no estéril) presenté una minima
remocion de 0 a 2%. Mientras que el control CB (no
estéril estimulado) presentd valores de remocion de
HRD del 31 al 81%, mostrando que la bioestimula-
cion de los microorganismos nativos, sin inocula-
cion de otros, puede degradar adecuadamente el
contaminante.

Estos resultados denotan que no siempre la bioau-
mentacion favorecera la remocion del contaminan-
te y que la bioestimulacion puede ser suficiente para
realizar la biorremediacion del suelo impactado. Es-
to ha sido previamente reportado en otros trabajos,
donde mencionan que la adicién de microorganis-
mos no aumentan las velocidades de degradaciéon
con respecto a lo que se consigue tinicamente ana-
diendo nutrientes para estimular a la poblacién mi-
crobiana nativa (Lee y Merlin, 1999; Van Hamme et
al., 2003).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados se puede concluir que
Bacillus sp. y Meyerozima sp. son microorganismos ca-
paces de degradar los HRD; sin embargo, en presen-
cia de las especies nativas del suelo contaminado, la
degradacion disminuye, probablemente por efecto
de competencia.

Por otra parte se observo que los valores de re-
mocién de los contaminantes en los microcosmos
bioaumentados son similares al bioestimulado. De
ahi que se demuestra que la bioestimulacion es una
alternativa mas viable que la bioaumentaciéon para
la remediacion de estos suelos agricolas impactados.

Ademas es importante en la evaluaciéon de las
alternativas de biorremediacion (bioestimulacion o
bioaumentacion) de sistemas contaminados; reali-
zar pruebas exploratorias previas a su aplicacion a
nivel de campo.
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Resumen

Lippia graveolens HBK es una planta aromatica de importancia econémica en Mé-
xico, ha sido principalmente colectada de poblaciones silvestres. La propagacion
de manera natural es por lo general con semillas, que presentan un porcentaje de
germinacion bajo (40%). El cultivo de tejidos vegetales con yemas axilares propone
una alternativa para la propagacion de plantas. En el presente trabajo se reporta la
evaluacién de la fidelidad genética, mediante marcadores moleculares tipo RAPD
de plantas de orégano obtenidas con la técnica de propagacion de yemas axilares,
que se realizé en medio MS con 0.5 mg/L de BA.

Palabras clave: Lippia graveolens, marcadores moleculares, fidelidad genética.
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Introduccion

Lippia graveolens (familia Verbenaceae), conocida co-
mo orégano mexicano, es una especie aromatica
nativa del sur de Estados Unidos de Norteamérica,
México y parte de América Central (Villavicen-
cio-Gutiérrez et al., 2010).

México es uno de los paises con mayor produc-
ciéon de orégano a nivel internacional, ya que apor-
ta el 35 0 40% de la producciéon mundial. Se calcula
que la produccion anual en nuestro pais es de 4 000
toneladas, de las cuales el 90% es exportado a los Es-
tados Unidos (Villavicencio et al., 2007).

El orégano mexicano es usado sobre todo como
condimento y conservador en muchos alimentos ti-
picos de México. El aceite esencial extraido a partir
de las hojas se ha utilizado en la industria farmacéu-
tica, licorera y cosmetologica. Ademas se le ha con-
ferido varias propiedades medicinales, antimicro-
bianas y antioxidantes (Arcila-Lozano et al., 2004;
Avila-Sosa et al., 2010).

Su propagacion, de forma natural, se realiza prin-
cipalmente por semillas, aunque también se emplea
el cultivo por estacas. El aprovechamiento se efecttia
en poblaciones naturales durante el periodo de flora-
cion, alterando el desarrollo normal del fruto y de la
semilla. Ademas de las malas practicas de recoleccion,
que generan una reduccion del tamano y la densidad
de la poblacion, se ha reportado que sélo el 11% de los
frutos producen de una a dos semillas. Aunado a ello,
la baja germinacién de las semillas ha acarreado pro-
blemas para la propagacion del cultivo (Ocampo-Ve-
lazquez, 2009; Gonzalez-Nieves et al., 2010).

Para tener una produccién estable y continua de
plantas de orégano que sirvan para originar planta-
ciones comerciales, es necesario contar con un sis-
tema de propagacion que no genere diferencias sig-
nificativas en cuanto a la produccién de aceite, por
lo que los sistemas de propagacion in vitro son una
buena alternativa para usarse a nivel comercial.

En la busqueda de alternativas de propagacion se
debe considerar la evaluacion de la fidelidad gené-
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tica entre las plantas madre y las propagadas, a fin
de evidenciar la estabilidad genética entre ambos
explantes. El empleo de marcadores moleculares es
una herramienta para evidenciar la similitud o la
variabilidad que produce el sistema de propagacion,
sin que se afecte el medio ambiente y la condicion
fisiologica o geografica; asimismo, puede evaluarse
en cualquier etapa de desarrollo de la planta (Bece-
rra 'y Paredes, 2000).

Las técnicas basadas en PCR, como los marca-
dores moleculares tipo RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) se han utilizado ampliamente por
su simplicidad, bajo costo, estabilidad, sensibilidad,
aunque presenta el inconveniente de baja reproduci-
bilidad. Ese marcador ha sido aplicado con éxito en
el analisis de la fidelidad genética en algunas plantas
aromaticas micropropagadas: Gloriosa superba L. (Ya-
dav et al., 2013), Pogostemon cablin (Paul et al., 2010),
Ocimum gratissimum 1 (Saha et al., 2011), entre otras.
En este estudio se evalud la fidelidad genética me-
diante marcadores moleculares RAPD, de plantas ob-
tenidas por la técnica de propagacion in vitro.

Metodologia
Material vegetal

Las semillas maduras de orégano mexicano (L. gra-
veolens) fueron colectadas en el municipio de Colot-
lan, Jalisco, en el oeste de México, en la temporada
de fructificacion de marzo a mayo del 2010.

Proliferacion de yemas axilares

Los segmentos nodales usados para la propagacion
fueron obtenidos de plantas germinadas in vitro,
éstas fueron seleccionadas por sus caracteristicas
fenotipicas (mayor follaje y mayor nimero de seg-
mentos nodales). Los segmentos nodales de tres
plantas seleccionadas como donantes fueron esta-
blecidos en medio MS (Murashige & Skoog, 1962),
al cual se le adicion6 Benciladenina (BA) como
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regulador de crecimiento, a una concentracion de
0.5 mg/L.

Condiciones RAPD

La extraccion de ADN genomico de plantas adqui-
ridas a partir del primer ciclo de propagacion, se
efectu6 conforme al protocolo de Zhang & Hewitt
(2001), con algunas modificaciones. La cuantifica-
cion del ADN se realizo mediante un NanoDrop® a
una longitud de onda de 260 nm, la calidad del ADN
fue verificada en geles de agarosa al 1%.

Se utilizaron iniciadores OPB 01-12 para evaluar
la fidelidad genética del sistema de propagacion. La
reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un vo-
lumen de 12.5 pl: 1 L. de ADN (5 ng/pl), oligonucle6-
tido 1 L (10mM), mezcla de ANTPs 1.5 L (0.1 mM),
Taq polimerasa 0.15 L (5 U/ L), MgClz2 2 L (25 mM),
buffer 10X 1.25 Ly agua desionizada estéril 5.60 L.

La amplificaciéon se hizo con el termociclador
marca Techne modelo TC-412: una primera desna-
turalizacion a 94 °C, 4 min; seguido de 45 ciclos a 94
°C, 1 min; 42 °C, 1 min; 72 °C, 1 min y una extension
final a 72°C por 10 min. Los productos amplificados
fueron separados por electroforesis en geles de aga-
rosa al 1.5% a 88 V, en buffer TAE 1X. Los geles fue-
ron tenidos en bromuro de etidio y visualizados bajo
transiluminador UV.

Analisis de datos

Los polimorfismos detectados se escrutaron como
presencia (1) o ausencia (0) de ADN amplificado. Con
estos datos se prepararon matrices binarias que se
usaron para calcular valores de similitud genética
entre cada individuo con el coeficiente de Jaccard,
incluido en el paquete estadistico FreeIree. Los den-
drogramas fueron preparados aplicando el algorit-
mo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Averages) (Rohlf, 1997), con el progra-
ma TreeView version 1.6.6.
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Resultados y discusion

El patron de bandeo de las plantas micropropagadas
seleccionadas al azar fueron comparadas con la plan-
ta madre (obtenida de semilla). Los iniciadores gene-
raron distintos perfiles de amplificacion (figura 1).

El dendrograma construido a partir de las distan-
cias genéticas (figura 2) muestra que la planta ma-
dre, asi como sus hijas (obtenidas por proliferacién
de yemas axilares) se encuentra en un mismo grupo.
Por ello es posible determinar que los cambios gene-
rados con el método de propagacién son minimos,
determinados a partir del marcador RAPD. Saha ef al.
(2012) reportan fidelidad genética en la planta aro-
matica Ocimum gratissimum L. mediante micropro-
pacion por yemas axilares. Aunque se pueden obser-
var variaciones genéticas mediante este sistema de
propagacion (Gupta et al., 2009).

La baja variabilidad del sistema de propagacion
es importante en las metodologias de mejoramiento
genético, ya que asegura la produccion del genotipo
mejorado sin cambios evidentes por efectos del siste-
ma de propagacion.

Figura 1. Patrén electroforético de los marcadores rapd
(iniciador opb-08) adquiridos de las plantas madre
(M1, M2 y M3) y las plantas obtenidas de los segmentos
nodales (1-4).
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Figura 2. Dendrograma obtenido a partir de marcador
RAPD de las plantas micropropagadas por yemas axilares
y su respectiva planta madre.

Conclusiones

Mediante el uso de los marcadores moleculares tipo
RAPD fue posible evidenciar la alta tasa de fidelidad
genética que proporciona el sistema de propagacion
por medio de yemas axilares. Se propone esta me-
todologia en los sistemas de produccion de plantas
de orégano con fines comerciales, con ello se garan-
tizaria la homogeneidad de los cultivos para lograr
mayores rendimientos y asi evitar la excesiva depre-

dacion de la especie en su habitat natural.
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Resumen

Se determinaron los medios de cultivo mas eficientes para la germinacién, desarro-
llo de protocormos, formacion de pléntulas y multiplicacién de pLBs en Cuitlauzina
pendula. Para el establecimiento del cultivo in vitro se probaron los medios: Ms al
50% Y 100%; MS con BA 0.05 mg/*; Phytamax al 50% Yy 100% y fertilizante comercial
N-P-K 17-17-17 al 50% y 100% de la concentracion de sus sales basales. Los mayo-
res valores de germinacion se obtuvieron en los medios Phy 50% y Phy 100%, con
un promedio de 31y 32 protocormos fuera de la testa de doscientos observados.
La transferencia se realiz6 en medio Phy al 50% con una combinacién de acido naf-
talenacético y benciladenina en concentraciones de 0, 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 mgl™ para
ambos reguladores de crecimiento; siendo el T1s8 (0.1/0.5 mgl™ de ANA/BA) con res-
pecto a los demas tratamientos, en el que se registr6 mayor crecimiento, desarrollo
y produccion de PLBS (6.94 PLBs). Los resultados de la investigacion son Utiles para
implementar la propagacion masiva de esta especie amenazada, como una alterna-
tiva para colaborar a su manejo sustentable.

Palabras clave: Cuitlauzina pendula, germinacidn in vitro, conservacion Orchidaceae.
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Introduccion

La propagacion de las orquideas se dificulta porque
sus semillas son diminutas, carecen de endosper-
mo y requieren de hongos en condiciones natura-
les para su germinacion a fin de abastecer aztica-
res y nutrientes (Arditti, 1992). El uso de medios de
cultivo en la propagacion in vitro es de particular
importancia en estas plantas, ya que éstos suminis-
tran los nutrientes necesarios para su crecimiento y
desarrollo (Lo et al., 2004; Santos-Hernandez et al.,
2005).

Una alternativa de propagacion para especies
endémicas o en alguna categoria de riesgo es la pro-
pagacion in vitro, que contribuye indirectamente en
la disminucion de la presion que se ejerce sobre las
poblaciones naturales (Sarabia-Ochoa et al., 2010).

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-
2010 incluye a 181 especies de la familia Orchida-
ceae en alguna categoria de riesgo. Cuitlauzina pen-
dula esuna de ellas y se encuentra catalogada como
amenazada y endémica de México (SEMARNAT,
2010). Presenta la grave problematica de la destruc-
cion de su habitat y la extraccion ilegal; eso ha oca-
sionando una severa reduccion o extincion local de
sus poblaciones silvestres, por lo que quedan muy
pocas remanentes.

Existen pocos trabajos enfocados a la propaga-
cion y conservacion de especies de orquideas epifi-
tas mexicanas. Los objetivos de este estudio fueron:
1. Establecer un medio de cultivo eficiente para la
germinacion in vitro de C. pendula. 2. Determinar
los medios de cultivo 6ptimos para el desarrollo de
plantulas y la proliferaciéon de PLBs a fin de conse-
guir la propagacion sexual a través de semillas; es-
to, con la posibilidad de mantener niveles de varia-
cioén genética aceptables para un manejo in situ de
C. pendula y la propagacion vegetativa para coad-
yuvar en su preservacion de manera indirecta, al
abrir la posibilidad de la obtencién a gran escala de
plantas de calidad en invernaderos para disminuir
la extraccion de C. pendula.
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Cabe mencionar que la investigacion es parte de
un proyecto mas amplio (Pérez-Decelis et al., en pro-
ceso) que incluye el estudio de algunos factores del
sistema reproductivo de C. pendula, asi como diver-
sos aspectos de su ecologia, con cuyos resultados se
espera proponer alternativas de manejo integral de
la especie.

Metodologia
Germinacion de las semillas

Dos capsulas cerradas y maduras de C. pendula (desa-
rrolladas en el Parque Nacional Barranca del Cupa-
titzio, Uruapan, Michoacéan, México) fueron desin-
fectadas de acuerdo con Avila-Diaz et al. (2009). Cada
capsula fue disectada en condiciones de asepsia en
campana de flujo laminares. Se tomé alrededor de
5 mg de las semillas, se distribuyd uniformemente
sobre la superficie de los siguientes medios de cul-
tivo: MS1 (MS 50%), MS2 (MS 100%), MS3 (MS 50% con
BA 0.05 mgl) y MS4 (MS 100% con BA 0.05 mgl”) (MS
es medio de cultivo Murashige y Skoog,1962); el me-
dio de cultivo Phytamax (Phytamax Orchid Main-
tenance Medium SIGMA®): Phyt (Phytamax 50%) y
Phy2 (Phytamax 100%) y medios con fertilizante co-
mercial triple 17: T1 (100%: 1000mg') y T2 (50%: 500
mgl"). Las condiciones de crecimiento in vitro, fue-
ron a una temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de
16 horas luz (2000 lux).

Alos 60 y 90 dias del cultivo se hicieron observa-
ciones en un microscopio 6ptico (Carl Zeiss modelo
Primo Star, 10X (60d) y 4X (90d), considerando los
estadios de desarrollo que a continuacién se enun-
cian: a) deformes (semillas con el embrién reducido
aun 50% o menos dentro de la testa); b) protocormo
1 (aquellas semillas que tenian el embrién en forma
globular completo o més del 50% dentro de la testa);
¢) protocormo 2 (aquellas semillas que tenian mas
del 50% o todo el embrion, fuera de la testa); d) plan-
tula 1 (plantula con una o dos hojas) y ¢) plantula 2
(plantula con mas de dos hojas).
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Transferencia de protocormos in vitro
con adicion de reguladores de crecimiento

Para la transferencia de protocormos en estadio 2 de
C. pendula se utilizé el medio Phy 1 (medio Phyta-
max con 50% de sus sales basales), suplementado
con distintas concentraciones de una combinaciéon
de acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA)
(0, 0.05, 0.4 y 0.5 mgl* para ambos reguladores de
crecimiento).

La evaluacién del desarrollo de los protocormos
transferidos se realizé a los 125 dias; se determiné
la longitud del vastago, el nimero de hojas, largo y
ancho de las hojas, nimero y longitud de raices y el
vigor de las plantulas. Este tltimo parametro fue de-
terminado en categorias (Pérez-Decelis et al., en pro-
ceso). También se evalué el niimero de PLBs.

Se efectué un andlisis ANOVA y una prueba de
Tukey y Kramer con un 95% de confiabilidad cuan-
do hubo diferencias significativas; para las variables
categoricas cualitativas (vigor) se llevd a cabo una
prueba de Chi-cuadrada con el programa JMP 8
(JMPS8, 2009).

Resultados y discusion
Germinacion de las semillas

A'los 60 dias (F=101.78, g/=7, P<0.0001) se obtuvo la
geminacion mas alta con promedios de 31y 32 «pro-
tocormos en estadio 2» en los medios Phytamax al
50% y 100% y a los 90 dias (F=3.23, gl=7, P<0.0146); se
registraron valores promedios de 18 y 20.25 de proto-
cormos 2 para esos mismos medios. Hasta los 90 dias
so6lo los medios Phy1 y Phy2 registraron desarrollo de
plantulas de C. pendula. Los medios Phytamax (50%
y 100%) fueron los mejores para la germinacion in vi-
tro de C. pendula, como en Encyclia adenocaula (Ruiz
et al. 2008), con la que se logré el 69.16% de germina-
cién en este medio.
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Transferencia de protocormos in vitro
con adicion de reguladores de crecimiento

A'los 125 dias de la transferencia de protocormos en
estadio 2, se registraron los valores mas altos de las
variables longitud de hojas, nimero y longitud de
raices en aquellas plantulas sometidas al tratamien-
to T20 (1/0.5 mglt de ANA/BA); en los tratamientos
T18 (0.1/0.5 mgl* de ANA/BA) y T19 (0.5/0.5 mgl* de
ANA/BA) se observaron las mayores longitudes del
vastago. El valor mas alto del ancho de las hojas fue
mostrado por los tratamientos T18 (0.1/0.5 mgl* de
ANA/BA) y T20 (1/0.5 mgl™).

En cuanto al nimero de hojas los tratamientos
T5 (1/0 mglt de ANA/BA), T7 (0.05/0.05 mgl?), T18
(0.1/0.5 mgl* de ANA/BA), T19 (0.5/0.5 mgl* de ANA/
BA) y T20 (1/0.5 mgl) presentaron los valores mayo-
res. Como puede observarse, para C. pendula se exhi-
be en general una respuesta favorable a moderadas
y altas concentraciones de ANA.

Otro estudio hecho en C. pendula reporté una alta
formacion de plantulas en el medio MS adicionado
con BA (0.5 mgl") o sin reguladores de crecimiento
(Mata-Rosas y Salazar-Rojas 2009), similar a lo que
ocurre en el T18 ANA/BA (0.4 mgl*/0.5 mgl"), T19
ANA/BA (0.5 mgl?/ 0.5 mgl) y T20 ANA/BA (1 mgl
1/.0.5 mgl") percibido en esta investigacion. Se ha-
llaron diferencias significativas (X?=256.05, gl=144
P<0.000) con respecto a las categorias de vigor de
las plantulas de C. pendula, a los 125 dias de haberse
efectuado la transferencia de protocormos en los dis-
tintos tratamientos (ANA/BA).

Los valores mas altos de vigor se registraron en
las plantulas de los tratamientos T18 (0.1/0.5 mgl?) y
T21 (0/1 mgl) (Pérez et al., en proceso). Dichos trata-
mientos fueron los mas adecuados para el desarrollo
de plantulas de C. pendula.

Multiplicacion de PLBs

Después de 125 dias de efectuada la transferencia de

protocormos se observaron diferencias significativas
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(F=2.3377, gl= 24, P<0.0005). El mayor ntiimero de
PLBs (en promedio 6.94 PLBs) se registro en el trata-
miento T18 (0.1/0.5 mgltde ANA/BA).

En otro estudio también se reporto la formacion
de PLBs en C. pendula, con BA a una concentracion
de 0.5 mgl* y sin requladores de crecimiento (Ma-
ta-Rosas y Salazar-Rojas, 2009); en Cattleya auran-
tiaca con 0.4 mgl*de ANA y 10 mgl*de BA (Mauro
et al., 1995), en Laelia speciosa con 0.5 mgl'de ANA
y 0.4 mgl de GA, (Avila-Diaz et al., 2009) y con 2.5
mgl*de ANA y 1 mgl*de BA (Sarabia-Ochoa et al.,
2010). La obtencién de PLBs es una forma de repro-
duccion asexual para C. pendula, lo cual permitiria
obtener una gran cantidad de plantas idénticas a
ejemplares con caracteristicas deseadas.

Los resultados de la investigaciéon abren la
posibilidad para la propagaciéon masiva y para
la obtencion de plantas de calidad de C. pendula
en invernaderos, para disminuir en cierto grado
la extraccién de individuos de sus poblaciones y
colaborar a un manejo adecuado de esa especie
amenazada.

Conclusiones

C. pendula presenté la mayor geminacion en los
medios de Phytamax al 100% y al 50% de la con-
centracion de sus sales basales, a los 60 y 90 dias de
realizada la siembra. Los medios Phy 50% adicio-
nados con 0.1 y 0.5 mgl* de ANA y BA (T18) y con
1y 0.5 mgl*de ANA y BA (T20), respectivamente,
fueron los mas eficientes para el crecimiento y de-
sarrollo de plantulas de C. pendula; se obtuvieron
plantulas sanas, con seudobulbo y raiz desarro-
llada en los tratamientos T18 y T21 (0/1 mglt). El
medio T18 fue también el mejor para producir la
mayor cantidad de PLBs.
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Resumen

Se obtuvieron plantas de chayote mediante el desarrollo de un sistema eficiente
de regeneracion in vitro via organogénesis directa (Ms suplementado con 0.1 mg/L
de BA Y 0.1 0 0.5 mg/L de GA,). Se parti6 de explantes de hoja con peciolo en un
tiempo aproximado de 25 dias, con una eficiencia en producciéon promedio de 7.25
brotes por tratamiento. Para el analisis de la variabilidad genética producida por el
método de regeneracion de Sechium edule se usaron los marcadores moleculares
RAMP, se evidencio la fidelidad genética que mantienen la planta donante con las
regeneradas por esta via.

Palabras clave: Sechium edule, regeneracion, fidelidad genética.
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Introduccion

El chayote, Sechium edule, es una hortaliza popular
ampliamente distribuida en regiones subtropica-
les con mas de 2100 mm de lluvia. Es originario
del tropico americano, donde se encuentra la ma-
yor diversidad genética, pero se cultiva de mane-
ra rustica en muchas regiones del mundo, siendo
uno de los vegetales mas accesibles para los gru-
pos de bajos ingresos (Lira, 1996).

Tal especie es considerada un producto de rele-
vancia comercial para México. Al ser éste uno de
los paises con mayor diversidad genética requiere
estrategias para conservar sus poblaciones silves-
tres y asegurar la disponibilidad de material con
caracteristicas de importancia econémica (estan-
dares de exportacion) para los agricultores, eso se
lograria con la creaciéon y mantenimiento de ban-
cos de germoplasma. Para ello es preciso desarro-
llar estrategias biotecnologicas que permitan la
conservacion a mediano y largo plazo del mate-
rial vegetal.

Los métodos de conservacion deben garantizar
la viabilidad y la estabilidad genética de los ma-
teriales almacenados. Lo anterior es imposible de
manera convencional; se le considera una especie
recalcitrante por las caracteristicas de la semilla
(alto contenido de agua y corto periodo de laten-
cia), por lo que las semillas germinan aun durante
la vida de anaquel.

Una alternativa viable es el establecimiento de
la regeneracién via organogénesis, conocida co-
mo estrategia de propagacion con bajo indice de
variabilidad genética en las plantas obtenidas, lo
cual puede ser evaluado mediante el uso de mar-
cadores moleculares. Para poder implementar
metodologias de conservacion y mejoramiento
genético es indispensable contar con un sistema
de regeneracion que no produzca alta variabilidad
genética en las plantas obtenidas.

Establecer un protocolo eficiente de regenera-

cion de plantas via organogénesis es un primer paso
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en el mejoramiento genético de la especie; éste po-
dra ser evaluado a través de marcadores moleculares
empleados con éxito en la busqueda de diferencias
en los patrones genéticos entre cultivares, varie-
dades y plantas. Los estudios de fidelidad genética
constituyen una técnica valida y rapida para detec-
tar variabilidad en las plantas regeneradas, ya que
los marcadores morfol6gicos necesitan mas tiempo
y en ocasiones son menos confiables.

Metodologia

Se extrajeron embriones de chayote a partir de fru-
tos maduros, fueron desinfectados 30 segundos en
una solucion de alcohol al 70%, seguido de 12 min
en una solucion de hipoclorito de sodio al 50%, final-
mente fueron enjuagados tres veces con agua desti-
lada estéril en la campana de flujo laminar; dicho
establecimiento y regeneracion in vitro de chayote es
el primer paso para desarrollar el mejoramiento ge-
nético de la especie.

Los explantes fueron colocados en un medio MS
en condiciones asépticas, los cultivos se mantuvie-
ron en un cuarto de crecimiento a una temperatura
de 27+2°C, con un foto periodo de 16h de luz fluo-
rescente (25 pm/seg/m?). Una vez que los embriones
germinaron y presentaron crecimiento de plantulas
en alrededor de 10 dias de incubacion, se eliminaron
los cotiledones y se extrajeron las hojas de las plan-
tulas, a cada hoja se le hizo pequenas incisiones para
una mejor respuesta. Se realizaron distintos trata-
mientos con benciladenina (BA) y acido giberélico
(GA;) y como agente gelificante se emple6 Phytagel.

Una vez que se hallaron las plantas regeneradas
por organogénesis, se evaluaron por medio de mar-
cadores moleculares RAMP, con los cuales se puede
estimar la diversidad genética en plantas y animales;
a la vez, permiten mostrar la base de la variacion de
los individuos, por mencionar algunas de sus apli-
caciones. Se evaluaron 8 oligonucleétidos ISSR y 10
oligos RAPD.
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RAPD SSR
No. . No. .

Oligo Secuencia Oligo Secuencza
1 CGTGCGGGAA ARS 001 CACT(GA)g
2 GTAGACGCGT ARS 002 AACC(GA)q
3 AACGCGCTAC ARS 003  GACG(GT)
4 CCCGACAGCA ARS 004  AGTC(GT)g
5  AAGCGTCCTG ARS 005  CATG(GT),
6 ACCACAGCTC ARS 006  AGAG(GA),
7 GTGAGGTAGG ARS 007  AGTT(GT),
8 AGGAGACCGT ARS 008 TCGG(GA)s
9  GGCGTAGGGTT

10 CCACATGGGT

Fuente: Gomez-Velez, 2011.
Resultados y discusion

Se desarrollé un sistema eficiente de regeneracion
in vitro via organogénesis directa de Sechium edule; se
parti6 de explantes de hoja con peciolo en un tiem-
po aproximado de 25 dias, siendo la regeneracion
solo en la base del peciolo (figura 1).

Figura 1. Regeneracion de Sechium edule, ciclo completo.

1) Fase de induccién, explante de hoja con peciolo, 3 dias
de incubacion. 2) Células formando 6rgano vegetal, 6 dias
de incubacion. 3) Desarrollo de la plantula organogénica,
9 dias de incubacién. 4) Plantula, 11 dias de incubacion.
5) Plantula, 15 dias de incubacién. 6) Plantula, 18 dias de
incubacion. 7) Plantula, 25 dias de incubacion. 8) Planta
con desarrollo de raiz, 30 dias de incubacion.

Se obtuvieron plantas de chayote mediante rege-
neracion in vitro via organogénesis directa, cuando
el medio MS fue suplementado con 0.4 mg/L de BA'y
0.1 0 0.5 mg/L de GA; (figura 2).

Fuente: Chiba y cols., 2003.
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Figura 2. Interacciones de los factores concentracion
de (GA;) y (BA) para la inducciéon de brotes en Sechium
edule.

Una vez establecido el protocolo de regeneracion
de plantas de chayote via organogénesis, se desarrollo
la metodologia de enraizamiento in vitro de los bro-
tes; se obtuvo el 80% de enraizamiento a los 10 dias
de incubacion en medio MS sin reguladores de creci-
miento (figura 3). La técnica RAMPs permitié evaluar
la fidelidad genética del método de regeneracion via
organogénesis directa, ademas que evidenciaron ser
una herramienta aplicable a estudios de variabilidad
genética para Sechium edule (figura 4).

Figura 3. @) Desarrollo de raiz a los 30 dias de ser
individualizada la plantula. ) Plantula con raiz, 13 dias
de ser individualizada. ¢) Plantula con raiz, 16 dias de
ser individualizada. d) Plantula con raiz, 14 dias de ser
individualizada.
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Figura 4. Patrén de bandeo. Flectroforesis de la PCR
obtenida a través de marcadores RAMPs, combinacion 17
con los oligos (2-ISSR y 7-RAPD). 1-28 primeras plantulas
regeneradas via organogénesis directa. M izquierda: mpm
1kb. M derecha: mpm 100 pb.

El uso de marcadores RAMP ha sido utilizado con
éxito para evaluar en distintas especies el grado de
variabilidad existente, ya sea ocasionado por el siste-
ma de propagacion o en cultivos como lo realizado
para granada (Zhao et al., 2013).

H1i
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Figura 5. Dendograma encontrado con marcadores
RAMPs a partir de 16 muestras de eventos organogénicos
de Sechium edule. H: Plantas organogénicas hijas. M:
Plantas madre. 20 y 21: Plantas organogénicas. 01 y O2:
Muestras de plantas de orégano como referencia. P1 y P2:
Muestras de plantas de Paulownia como referencia.
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Se demostré que mediante el sistema de regene-
racion in vitro por organogénesis directa se man-
tiene la estabilidad genética de las plantas, y con
ello mantener las caracteristicas genotipicas de las
mismas. Esto fue evaluado por los marcadores mo-
leculares tipo RAMP (figura 5).

Conclusiones

Se logré la obtencion de plantas de Sechium edule a
través de la regeneracion por organogénesis. Se de-
mostrd que ese procedimiento no genera cambios
genotipicos en las plantas, lo que se presume sera
un buen comienzo para trabajos de mejoramiento
genético en la especie. Mantener la especie in vitro
ayudaria a crearv un banco de germoplasma; las ca-
racteristicas del fruto imposibilitan hacerlo de forma
natural, ya que éste germina poco tiempo después de
su corte y ello impide su almacenamiento. Se busca
en futuros trabajos establecer protocolos de mejora
genética para beneficiar al sector agricola con la pro-
duccion de plantas libres de virus, una de las proble-
maticas que presentan los cultivos de chayote.
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Resumen

La fitorremediacion es una tecnologia innovadora que consiste en utilizar plantas
vivas y los microorganismos asociados a su rizésfera para la remediacion in situ
y ex situ de suelos, lodos, sedimentos y aguas contaminados a través de la remo-
cion, degradacion o estabilizacidon de los contaminantes. Esta tecnologia tiene un
gran potencial para la remediacion de sitios contaminados por sus bajos costos y
por lo amigable con el medio ambiente. Existen varias especies vegetales que es
posible usar en la fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.
Se ha demostrado que Cerdia congestiflora es capaz de tolerar y acumular plomo,
ya que presenta un FBC de 1.05. Sin embargo, debido a su pequeno tamano, no se
puede emplear en la fitorremediacién de suelos contaminados (Salas-Luevano et
al., 2009). El objetivo de este trabajo fue inducir poliploidia en C. congestiflora me-
diante la utilizacién de colchicina in vitro, a fin de producir plantas de mayor tama-
fio que pudieran ser candidatas para el saneamiento de suelos contaminados con
plomo y otros metales pesados. Se obtuvieron plantas con un tamano superior a
las control, a partir de semillas que fueron embebidas 48 y 96 h en soluciones de
colchicina al 0.05 y 0.1%. Los ejemplares se multiplicaron y se enraizaron in vitro,
se usaron diversos reguladores del crecimiento vegetal y posteriormente se acli-
mataron. Se determiné la poliploidia considerando el fenotipo, contenido de ADN
gendmico y didametro nuclear.
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Introduccion

La actividad minera genera suelos contaminados
con residuos solidos y semisolidos mediante la pro-
duccion de desechos cominmente llamados «jalesy,
que se caracterizan por sus limitaciones fisicas, qui-
micas y biologicas para el establecimiento de la cu-
bierta vegetal, los riesgos a la salud humana y al me-
dio ambiente (Puga et al., 2006).

Zacatecas tiene mas de 450 anos de tradicion mi-
nera con la consecuente acumulaciéon de residuos.
Contiene metales pesados como el Pb, Cd, As, ele-
mentos que no tienen funciones metabolicas cono-
cidas y que son toxicos a muy bajas concentraciones
(Méndez-Prieto et al., 2009). Zn, que es esencial para
los seres vivos pero puede llegar a ser toxico confor-
me aumenta su concentracion. Hg, que se us6 en el
proceso de amalgamacion para la extraccion de oro
y plata; fue usado desde mediados del siglo XVI has-
ta mediados del siglo XIX, actualmente varias micro-
cuencas del estado estan contaminadas con ese ele-
mento (Rodriguez et al., 2011).

En el municipio de Guadalupe, las comunidades
de La Zacatecana y Osiris son las zonas con mayo-
res concentraciones de metales pesados (As, Pb y Hg),
hasta 8 veces méas que las concentraciones recomen-
dadas por la PROFEPA (Santos-Santos ef al., 2006).
En Vetagrande se han detectado concentraciones
de hasta 400 mg de Pb por kg de suelo residencial,
que es el valor maximo permitido conforme a la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

Una tecnologia empleada para remover los me-
tales pesados de suelos contaminados es la extrac-
cion por plantas que han desarrollado esa capaci-
dad, esto es conocido como fitorremediacion. Esas
plantas absorben, concentran y precipitan metales
toxicos hallados en suelos contaminados, es la me-
jor forma de remediar areas contaminadas, donde
los contaminantes estan presentes a relativamen-
te bajas concentraciones y de manera superficial
(Rulkens, et al., 1998).
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Por su parte, Cerdia congestiflora es una planta que
crece en suelos contaminados con desechos mineros,
en lugares cercanos a la ciudad de Zacatecas; por ello
es posible afirmar que esta adaptada a tales condi-
ciones y que es capaz de tolerar, traslocar y acumular
cantidades relevantes de plomo. Sin embargo, aun-
que se presenta todo el aflo y tiene un buen factor
de bioconcentracion (FBC) de 1.05, no es candidata a
utilizarse para fines de fitorremediacion debido a su
pequena biomasa (Salas-Luévano et al., 2009).

A pesar de lo anterior existen estrategias biotec-
noldgicas para incrementar el tamaiio, el vigor y la
tolerancia a ambientes desfavorables a las plantas,
entre ellas se encuentran la induccién de poliploidia
mediante el uso de colchicina. En este trabajo se ob-
tuvieron in vitro plantas poliploides, resultaron ser de
mayor tamano que las plantas obtenidas de semillas
no tratadas con colchicina.

Metodologia
Material biologico

Se utilizaron semillas que se colectaron de plantas
silvestres maduras de C. congestiflora, localizadas en
la zona contaminada con jales provenientes de la
Mina El Bote. Esta se ubica en Morelos, Zacatecas y
se aproxima a las comunidades Francisco I. Madero
y Noria de Gringos, pertenecientes a los municipios
de Zacatecas y Morelos, respectivamente.

Se seleccionaron 1200 semillas de C. congestiflo-
ra, se lavaron con agua y jabon, a continuacion se
sumergieron en alcohol etilico 70% durante un mi-
nuto; se colocaron en una solucién de hipoclorito de
sodio comercial (cloralex) al 10% durante 25 min; fi-
nalmente, se enjuagaron cuatro veces con agua des-
tilada estéril. Para inducir poliploidia, las semillas se
mantuvieron en una solucién de colchicina al 0, 0.01,
0.05 y 0.1%, durante 0, 48 y 96 h, lo que hizo un total
de 12 tratamientos con 100 semillas cada uno. Las se-
millas tratadas se sembraron en medio de cultivo se-
misoélido MS, sin reguladores del crecimiento vegetal.
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Determinacion de poliploidia

Se seleccionaron los ejemplares con un fenotipo di-
ferente a las plantas control. Plantas con mayor altu-
ra, con hojas mas anchas y de un verde mas oscuro.
Para aumentar la cantidad de material biologico,
las plantas control y las que tuvieron un fenotipo de
nuestro interés, se multiplicaron suplementando el
medio nutritivo con la citocinina BA a concentracio-
nes de 0, 1.0, 2.0 mg/Ly la auxina AIB a concentra-
ciones de 0y 0.2 mg/L (en combinacién), para dar un
total de seis tratamientos.

Contenido de ADN genémico

La cantidad de ADN de células poliploides es mas al-
ta si se compara con las células diploides. El conteni-
do de ADN se incrementa proporcionalmente con el
incremento del nivel de ploidia, por lo tanto la mis-
ma unidad de masa de tejido diploide y poliploide
tiene diferente cantidad de ADN; el cual puede ser
determinado mediante espectrofotome-tria al selec-
cionar una longitud de onda de 260 nm (Hasnain
Raza et al., 2003).En este estudio el ADN de las plan-
tas regeneradas fue extraido por el método de CTAB,
de 500 mg de muestra.

Diametro nuclear

Las células con nucleo poliploide son generalmen-
te mas grandes que las células de la misma especie
vegetal con nucleo diploide. Se ha reportado que
existe una fuerte correlacion entre el tamano del
genoma y el volumen celular. Las células de gran
tamano tienen mas ADN nuclear, y en eucariontes
los nticleos son méas grandes. Esta correlacion se da
en células de plantas superiores (Goff & Coleman,
1987).

Con base en lo anterior, se tomd como muestra
una hoja por cada planta, considerada poliploides y
otra de las plantas control. Las hojas se «clarearon»
con Metil Salicilato, a fin de eliminar al maximo

SEGUNDO SEMESTRE 2016

pigmentos que pudieran interferir durante la obser-
vacion de los nticleos celulares.

Las hojas montadas en portaobjetos, cubiertas y
selladas, se observaron en un microscopio Confocal
marca Carl Zeiss, modelo LSM 6 Pascal. A partir de
las fotografias tomadas, se midi6 el diametro nu-
clear y se hicieron las comparaciones entre plantas
control y poliploides.

Enraizamiento

Para inducir un sistema radical vigoroso en los dos
tipos de plantas, se probaron cuatro diferentes tra-
tamientos: 1) MS 1X sin fitohormonas, 2) MS 0.5X, 3)
MS 1X con 0.5 mg/l de AIB y 4) MS 1X suplementado
con 0.5 g/1 de carbon activado. Una fraccién de esas
plantas consideradas ya clonas en esta fase fueron
destinadas para mantenerlas in vitro y otra fraccion
para llevarlas a la etapa de aclimatacion.

Aclimatacion

Se consideraron 20 vitroplantas con un sistema ra-
dical bien desarrollado, abundante y vigoroso. Se
extrajeron las plantas de los medios de cultivo, se
elimin6 cuidadosa y totalmente el agar de sus rai-
ces; manera individual a macetas conteniendo una
mezcla de peatmoss y tierra de cultivo en una pro-
porcion del 49.5% de cada componente, mas el 1%
del fertilizante de liberacion lenta ozmocote triple
14. El trasplante se realiz6 al humedecer el sustrato.
Los vasos con las plantas se cubrieron con una bolsa
plastica transparente, se ligo ésta. En forma gradual
se elimind la cubierta en el lapso de dos semanas.

Resultados y discusion
Tratamientos para inducir poliploidia
La cantidad de semillas germinadas en promedio

para todos los tratamientos fue de 46.66%, luego de
cuatro semanas de iniciado el proceso con colchici-
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na. Sin embargo, sélo en los tratamientos de 0.1% de
colchicina con 48 y 96 h se produjeron plantas con
una gran variacion fenotipica, determinada a las 16
semanas después de iniciado el tratamiento. En la
figura 1 se aprecia una planta control y una planta
poliploide que presenta hojas mas anchas y una al-

tura mayor.

Figura 1. Se muestra a la derecha una planta de C.
congestiflora poliploide con hojas anchas, y a la izquierda
una planta control.

En el cuadro 1 se expone un comparativo de al-
gunos parametros morfolégicos entre plantas con-
trol y plantas poliploides.

Cuadro 1
Valores medios de los parametros morfologicos de

plantas poliploides y de plantas control

Parametros Control Poliploides
(mm) mm
Distancia intermodal 3.06 9.5

Color de la hoja B =180 B=93
G =198 G =129
R=28 R=31
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Carga cromosémica

Sélo en los tratamientos 0.1% de colchicina de 48 y
92 h germinaron 21 y 18 semillas respectivamente;
de las 39 semillas germinadas fue posible obtener
tres plantas con el fenotipo deseable: una planta en
el primer tratamiento y dos en segundo. Se extrajo
ADN gendmico de ambos tipos de plantas por el mé-
todo de CTAB. La concentracion de éste se cuantifico,
por lo que la planta control tuvo 4.9 ug/ml, mientras
que las plantas poliploides tuvieron una concentra-
cion de 20.3 pug/ ml.

Diametro nuclear

Las hojas clareadas y montadas en el portaobjetos se
observaron al microscopio Confocal. Se registraron
las caracteristicas senialadas en el siguiente cuadro.

Cuadro 2
Comparacion de parametros anatémicos de hojas
de plantas control y de plantas poliplides

Tipode  Relacion  No. No. Longi-

C/T
planta N/C  E/mm? T/mm? tuddeE /
f(l)?lrtle 0.3579 16 28 50 1
Sj?ptlii G 04444 36 1 18 6

Donde: N = Ncleo; C = Célula; T = Tricoma; E = Estoma.

De acuerdo con lo registrado se comprobé que el
nucleo de las células de las plantas poliploides es de
mayor diametro con respecto a las plantas control.
Cada tricoma de las plantas control se compone por
una sola célula, mientras que las poliploides tuvieron
tricomas segmentados conformados por seis células
cada uno. También se observé una escasa presencia
de tricomas en las plantas poliploides, que presenta-
ron un 225% mas estomas por mm? que las plantas
control, aunque de un tamarfio muy reducido. En la
figura 2 se indican segmentos de hoja de una planta
control y de una poliploide.
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Multiplicacion de plantulas

La tasa mas alta de multiplicacion para las plantas
control y poliploides se logr6 con el tratamiento 1
mg/L de BA con 0 mg/L de AIB, seguida de 0 mg/L
de BA con 0.2 mg/L de AIB o de 1 mg/L de BA con
0.2 mg/L de AIB. Se obtuvo una tasa media de multi-
plicacién de 5.5 para el primer tratamiento, y de 4.4
para los dos segundos tratamientos.

Figura 2. La imagen A corresponde a una planta control,
donde se aprecian estomas de gran tamano. En B, planta
control con gran cantidad de estomas. En C, células de
planta poliploide con nticleos de tamafio mayor que

los de las plantas control. En D, tricoma segmentado
conformado por seis células, mientras que en las plantas
control son unicelulares.

Enraizamiento

Se obtuvo un sistema radicular abundante y vigo-
roso con el tratamiento MS suplementado con 0.5
mg/L de ATB, tanto en plantas control como en plan-
tas poliploides. En los otros tres tratamientos proba-
dos, luego de 6 semanas de iniciado el proceso no
hubo respuesta alguna.

Aclimatacion

La aclimatacién no pudo lograrse cuando las plan-
tas se extrajeron del frasco y fueron trasplantadas en
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el sustrato ya senalado. Sin embargo, se efectué una
aclimatacion del 30% cuando las plantas libres de res-
tos de agar se trasplantaron en condiciones de asepsia,
en frascos con peatmoss estéril. Bajo esas condiciones
se hizo una preaclimatacion durante dos semanas;
luego, durante otras dos semanas se mantuvieron en
macetas con el sustrato sefialado y cubiertas con una
bolsa plastica, ésta se perford gradualmente.

Conclusiones

Se generaron plantas poliploides de C. congestiflora
mediante el uso de colchicina, a la tinica concentra-
cion de 0.1% a partir de semillas que estuvieron en
contacto con dicho alcaloide por un periodo de 48
y 96 h. Las células poliploides presentaron nucleos
de mayor tamano y estomas mas pequetios que las
c¢lulas de las plantas control.
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Resumen

Esta investigacion se basd en un proceso de innovacion biotecnologica con los
siguientes componentes: g) Aislamiento y caracterizacién de bacterias edaficas
y rizosféricas. b) Bioaumentacién y adaptaciéon de microorganismos autéctonos y
fordneos en medios contaminados con petroleo. ¢) Evaluacion de la actividad mi-
crobiana. d) Seleccién de plantas tolerantes al hidrocarburo que presentaron un au-
mento en la cobertura. e) Evaluacién del comportamiento de las plantas en suelos
contaminados. f) Determinacién de la interrelacién planta-bacteria y sus efectos en
la biodegradacion. Se encontraron valores de bioremocién del 70.5%, para la bio-
degracion 42.26%, para la fitorremediacion y 62% para la fitobactorremediacion.

Palabras clave: fitobactorremediacion, innovacion tecnolégica, biorremediacion,
suelos contaminados.
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Introduccion

El problema de la contaminacién ambiental es una
de las principales preocupaciones del hombre del si-
glo XXI. En particular, el petréleo constituye una de
las principales fuentes de contaminacion del medio
ambiente, ya que la mayor parte de sus componentes
son recalcitrantes a la biodegradacion. La finalidad
de esta investigacion fue examinar cual bioproceso
(biodegradacién natural, fitorrremediacion, biorre-
mediacion y fitobactorremediacion) aporté una ma-
yor recuperacion ecoldgica de una manera econo-
mica en sistemas terrestres afectados por derrames
inducidos de crudo. Se baso en: 1) La determinacion
de las especies vegetales de mayor resistencia a la
contaminacién con hidrocarburos, decidiendo cua-
les de ellas eran capaces de aportar una mayor co-
bertura y biomasa para poder ejercer los procesos de
fitorremediacion. 2) El uso de un «biorreactor» natu-
ral rizostérico para aumentar la fitobactorremedia-
cion (Arendt ef al., 1993; Porta et al., 1994).

Metodologia

1. Se indujo la contaminaciéon con crudo pesado al
30% p/p. El suelo se analiz6 para evitar la fertilizacion
quimica que podria tener efecto sobre el bioproceso.

2. Se aislaron bacterias nativas del suelo y se con-
formaron consorcios bacterianos:

Consorcio 1. Bacillus spp., Corynebacterium spp., No-
cardia spp.

Consorcio 2. Edwarsiella spp., Hafnia spp., Entero-
bacter spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp.

Consorcio 3. Bacillus spp., Micrococcus spp., Strepto-
coccus spp., Enterobacter spp., y Corynebacterium spp.

Consorcio 4. conformado por Bacillus spp., Coryne-
bacterium spp., Pseudomonas spp., resultantes del es-
tudio microbiano realizado al crudo, los cuales se
adaptaron al 10% de hidrocarburo para iniciar el
proceso de biodegradacion por bioaumentacion.

3. Las plantas se escogieron teniendo en cuenta
su capacidad reproductora y poder de adaptacion,
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plantas que no fuesen para consumo humano, de
amplia distribucion en el medio y pertenecientes a
las gramineaceas, fabaceas, rutaceas y mimosaceas
y se seleccionaron de acuerdo al porcentaje de ger-
minacién en un medio hidropénico de Jensen con
crudo y sin crudo. Si el porcentaje de germinacion
era igual o superior al 80% se consideraban viables.

4. Para el cultivo de los diferentes consorcios se
utilizaron biorreactores de 10 litros con bafles de-
flectores y un dispersor de pastilla perforada y se ali-
mentaron con aire comprimido. El medio de cultivo
estuvo compuesto por sales de cloruro de potasio y
sulfato de magnesio. El pH se mantuvo entre valores
de 6.5 a 6.8 unidades.

5. Los bioprocesos descritos de fito-, bacto-, fito-
bactorremediacién y de intemperismo (biodegra-
dacién natural), in situ, se realizaron por duplicado,
preparandose siete semilleros en cuatro hileras para
un total de 28 semilleros, utilizando un control sin
crudo.

6. Se utilizaron Swinglea glutinosa y Brachiaria de-
cumbens que fueron las sobrevientes a las cuales se
sembraron 7 dias después de la contaminacion del
suelo con el crudo. Para determinar el efecto del hi-
drocarburo sobre el crecimiento se analizaron la al-
tura (flexémetro), el diametro del tallo (calibrador)
y la cobertura de la planta (cuadrante imaginario).
Se determinaron el indice de tolerancia, la biomasa
de la raiz y de la planta, se hizo un analisis nutri-
cional foliar de las especies vegetales utilizadas y se
delimito la presencia de metales pesados (Bolton &
Gorby, 1995; Cornish ef al., 1995; Cunningham et al.,
1996; Cunningham et al., 1995a; Cunningham et al.,
1995b; Gruiz, 1995; Porta ef al., 1994; Cunningham
& Ow, 1996).

Resultados y discusion

El recuento de microorganismos del suelo con cru-
do fue de 65x10* UFC/mL mientras que para el suelo
sin crudo fue de 44x105UFC/mL, lo cual demuestra
una disminucion en el proceso de adaptacion de los
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microorganismos. Se determiné igualmente la vo-
latilidad del crudo y la penetrabilidad, determinan-
dose que el crudo utilizado es de baja viscosidad y
por consiguiente de alta penetrabilidad. En el crudo
se encontraron bacterias de los géneros Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., y Pseudomonas spp., que confor-
maron el consorcio 4.

Las plantas escogidas por su adaptabilidad a las
condiciones contaminantes fueron Swinglea glutino-
sa 'y Brachiaria decumbens de entre 15 especies sem-
bradas. Con porcentajes de mortalidad inferiores al
8% para Brachiaria decumbens, con 90% de cobertura
y para Swinglea glutinosa de 10% de mortalidad y co-
bertura entre el 62 y el 83%. Los consorcios microbia-
nos se caracterizaron mediante pruebas bioquimi-
cas y observacion micro- y macroscopica.

Se determinaron Bacillus polymyxa, Bacillus sub-
tilis, Corynebacterium glutamicum, Nocardia minutissi-
ma, Corynebacterium difficile y Pseudomonas putida. Se
observaron diferencias en el tipo de crecimiento con
un corto periodo de adaptacion, tres dias, con curvas
de tipo diatixico. Las variaciones del pH fueron 7.98
hacia el dia 30 del experimento comparado con el
dia 1 que fue de pH 7.6. El maximo crecimiento ce-
lular fue de 910x10°UFC/mL conseguido hacia el dia
32 yun minimo de 83x10° conseguido al dia 17, ello
demuestra la adaptacion de los microorganismos.

El porcentaje de biodegradacion para Brachiaria
decumbens sin indculo microbiano fue de 47.3%; con
los consorcios 1, 2y 3 fue de 67.57% y con el consorcio
4 fue de 64.19%. Para Swinglea glutinosa sin in6culo
fue de 41.22%, con los consorcios 1, 2 y 3 fue de 64.19%
y con el consorcio 4 fue de 59.46% de remocion.

Con respecto a la biorremediacion los porcen-
tajes mas altos de remocion fueron del 78% con los
consorcios 1, 2y 3,y de 76% con el consorcio 4. Los
porcentajes de remocion por fitorremocion fueron
del 41.22% para Swinglea glutinosa y de 47.3% para
Brachiaria decumbens frente al control de 11.15%.

En cuanto el porcentaje de fitobactorremedia-
cién con los consorcios 1, 2 y 3 fue de 65.57% de re-
mocion para Brachiaria decumbens y de 59.46 % con
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el consorcio 4; para Swinglea glutinosa de 57-77% con
los consorcios 1, 2 'y 3y de 64.19% con el consorcio
4. Se pudo determinar igualmente una tendencia a
desarrollar en las plantas utilizadas biomasa aérea o
vicio de crecimiento.

Brachiaria decumbens inoculada con los consor-
cios 1, 2, 3 y 4 mostré la mayor longitud de la raiz
con 36.56 cm frente al control de 31.25 cm; con una
biomasa de 9.3 g frente al control de 6.24 g; la lon-
gitud del tallo 65.85 cm, frente al control 52.9 cm y
la biomasa de la planta de 78.5 g y una cobertura de
70% frente al control de 81.79 g de biomasa y 60.5%
de cobertura. Los niveles de Ni analizados a toda la
planta fueron de 0.06 ppm.

Conclusiones

a) En medios de cultivo con sales y crudo al 10%
el crecimiento bacteriano fue de 860x10¢ UFC/mL,
mientras que sin crudo fue de 72x105UFC/mL.

b) El valor del pH durante el proceso de biodegra-
daciéon fue de 7.28 en el laboratorio, de 7.87 en los
biorreactores y de 6.54 en los semilleros.

¢) El crecimiento poblacional de adaptacién para
la fitobactorremediacion fue de 294x10°> UFC/mL en
los biorreactores.

d) Para los 10 primeros dias del bioproceso de
degradacion y con los consorcios 1, 2, 3y 4 la remo-
cion fue del 68%.

¢) Para la biorremediacién el porcentaje de bio-
rremocion fue 78.04%, el porcentaje de eficiencia
66.5%.

f) Para la fitorremediacion con Swinglea glutinosa
fue de 41.23% de biorremocion y 30% de eficiencia.
Con Brachiaria decumbens de 47.3% de biorremocion
y 35.8% de eficiencia.

¢g) Para la fitobactorremediaciéon con los consor-
cios 1, 2, 3y 4 con Swinglea glutinosa fue de 64.19%
de biorremocion y 52% de eficiencia y para Bra-
chiaria decumbens 67.57% de biorremocion y 56% de
eficiencia.
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Resumen

El objetivo fue evaluar el contenido de pben suelos y en Capsicum frutescens L. (chi-
le de arbol) cultivado en una zona de Guadalupe, Zacatecas. Las muestras fueron
recolectadas directamente de los campos de cultivo de la zona de estudio, se pesa-
ron 3.0 g de suelo y 5.0 g de chile triturado. Las muestras, para la determinacion de
Pb, fueron digeridas con la técnica acido himeda y la determinacion de la concen-
traciéon de pb se realizé mediante Espectrometria de Absorcién Atomica de Flama.
Los resultados para la concentracién promedio de Pb en chile de arbol fueron 8.588
+ 1.923 mg/kgy para suelo agricola de 1194.093 * 1628.469 mg/kg. El alto conteni-
do de pb en chile posiblemente tiene su origen porque hace mas de 100 anos exis-
ten depdsitos antiguos de jales, donde han extraido una capa superficial de suelo
de 1.0 m para el beneficio de metales preciosos. Por consiguiente, como el chile es
uno de los productos agricolas con alto nivel de exportacion y carece de informa-
cién de los sistemas de inocuidad, es importante inspeccionar el contenido de mMps
en esta hortaliza, ya que niveles superiores a los permitidos por la normatividad
puede ser una fuente potencial de intoxicacién para los consumidores.



SEGUNDO SEMESTRE 2016

Introduccion

El medio ambiente esta formado por componentes
bidticos y microorganismos, también incluye suelo
con todos sus minerales, el agua y la atmasfera (Pa-
til, 2012). Cuando se liberan sustancias quimicas pe-
ligrosas, como metales pesados (MPs), en el ambien-
te causan una gran preocupacion medioambiental
(Ozcan et al., 2007). En el &ambito mundial, MPs como
el Pb, Cd, Cuy Zn son dispersados en areas rurales a
través de la deposicion atmostérica y el uso de agro-
quimicos y abonos. Concentraciones altas ponen en
peligro la salud humana y animal, al alimentarse de
cultivos contaminados (Brus y Jansen, 2004).

Sin embargo, las concentraciones irrequlares de
MPs como el Pb y elementos traza en los suelos, pro-
cede mayoritariamente de la mineria. Los efectos ad-
versos al medioambiente, asociados con la deposicion
de grandes volimenes de residuos con pirita y otros
sulfuros, cuya oxidacion libera grandes cantidades
de MPs (Belmonte ef al., 2010). E1 Pb es un toxico fisio-
l6gico y neurologico que puede afectar a casi cual-
quier 6rgano en el cuerpo humano. La exposicion en
la dieta al Pb ha sido identificada como un riesgo a
la salud a través del consumo de hortalizas. La emi-
sion de plomo de las industrias puede ser depositada
en las hortalizas durante su produccion, transporte y
comercializacion (Banerjee et al., 2010).

En consideracion al enorme consumo mundial
de frutas de diversas especies de Capsicum spp., 1a uti-
lizacién de la capsaicina como aditivo alimentario y
su aplicacion medicinal actual, la evaluacion y valo-
racion de los efectos nocivos de los frutos, se justifica
en los esfuerzos para proteger la salud puiblica (Anto-
nious y Kochhar, 2009). La absorcién por la planta es
una de las principales vias por las cuales los metales
entran en la cadena alimentaria (Antonious y Ko-
chhar, 2009).

Por otro lado, en Zacatecas los relaves producidos
durante el periodo de la antigua mineria, se coloca-
ron a los lados de los sitios de extraccion. Estos re-
siduos, en su mayoria procedentes de las minas de
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Vetagrande y Zacatecas, fueron arrastrados por las
lluvias hacia el arroyo de La Plata; que desembocaba
en el embalse de la presa El Pedernalillo en la comu-
nidad La Zacatecana, Guadalupe, Zacatecas, donde
fueron dispersandose en un area agricola de aproxi-
madamente 18 a 30 km x 2-3 km (Ramirez-Ortiz y
Nunez, 2009; Ogura ef al., 2003; Santos-Santos et al.,
2006).

Se destaca que algunas companias han realizado
analisis cuantitativo de los suelos agricolas proce-
dente de la zona y han reportado que estan conta-
minados con grandes cantidades de arsénico, plomo
y mercurio (Ramirez-Ortiz y Ntinez, 2009; Ogura et
al., 2003). El objetivo de este trabajo fue cuantificar
la concentracion de Pb en suelo agricola y chile de
arbol (Capsicum frutescens L.).

Metodologia

El presente trabajo se realizé en la comunidad de
Zo6quite, del municipio de Guadalupe, Zacatecas
México. Esta area es rica en depo6sitos naturales de
arsénico y plomo, area involucrada en actividades
agricolas y de pastoreo de ganado, geograficamente
se encuentra localizada en un valle donde el agua
que se utiliza proviene de las montatias cercanas y
el rio La Plata, el cual desemboca en la presa de jales
mineros La Zacatecana (Santos-Santos et al., 2006).
Las muestras (suelo y chile) se tomaron de los pre-
dios a los cuales se obtuvo el permiso de los propieta-
rios, y la toma de la muestra se llevé a cabo mediante
la técnica de tresbolillo; se obtuvo un total de 11. Las
muestras de suelo fueron tomadas a una profundi-
dad de 0-15 cm, la cual fue seleccionada debido a
que representa las técnicas empleadas para la agri-
cultura (Santos et al., 2006). Las muestras de chile
fueron secadas a temperatura ambiente y después
trituradas, hasta obtener un tamano de particula de
1 mm aproximadamente y almacenadas en conte-
nedores de plastico previamente tratados con una
solucion de HNO; al 30%, se enjuagaron con agua
desionizada hasta su procesamiento analitico.
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Por otra parte, las muestras de suelo agricola fue-
ron molidas en mortero y tamizadas en tamiz del
numero 10. Para el analisis de plomo en chile se to-
maron 3 g de muestray 5 g de suelo, se les aplico una
digestion acida empleando 5 y 3 ml de agua regia
(HNO; y HCI 3:1). Se calent6 a 85 °C durante 60 min.
Se enfrio, se filtr6 y se aforé hasta 50 ml con agua
desionizada. El analisis cuantitativo del analito (Pb)
se realizo por la técnica de EAA-Flama, en un Espec-
trofotémetro de Absorcion Atémica marca Perkin
Elmer, Modelo 3110 con un limite de deteccion de
0.19 mg/L. Se emplearon estandares comerciales pa-
ra Pb High-Purity Standar de 1000 pg/ml.

Resultados y discusion

En el presente estudio se cuantificé la concentracion
de Pben suelo agricola y chile de arbol (Capsicum fru-
tescens L.). Las concentraciones de Pb encontradas en
el chile de arbol van desde los: 5.537 + 0.892 mg/kg
hasta, 11.384 + 1.800 mg/kg, con una concentracion
promedio de 8.588 + 1.923 mg/kg como se muestra
en la figura 1. Las concentraciones de Pb en suelo
agricola van desde los 35.033 + 5.397 mg/kg hasta
los 5423 + 828 y un promedio de 1194.093 + 1628.469
mg/kg.

Pb (mg/Kg)
1
i
——
=R
=0

1]

r—rrTrrrr T T T T T T T T
MCH1 MCH2 MCH3 MCH4 MCH5 MCH6 MCH7 MCH8 MCH9 MCH10MCH11 NOM

Muestras de chile de arbol

Figura 1. Grafica de la concentraciéon promedio de Pb en
mg/kg en chile de arbol.
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Cuadro 1
Concentracion en ppm de Pb

en chile y suelo agricola

Muestras  [Pb] en chile [Pb] en suelo

M1 5.537 £ 0.892 635.982 + 25.698
M2 6.401% 0.500 101.353 + 27.351
M3 7.277 £ 3140 35.033 + 27.351
M4 9.940 + 0.830 89.890 £+ 0.203

M5 9.947 + 1.089 2315.616 = 385.187
M6 10.422 £ 1.094 1952.776 £ 0.552
M7 10.426 *+ 1.800 1678.161 £ 63.307
M8 11.384 + 1.800 5423.275 t 828.722
M9 8.032 = 1.240 435.857 £ 27.995
M10 8.031£ 0.725 429.666 *+ 29.016
M11 7.068 £ 0.815 37.419 + 2.322

El alto contenido de Pb en la muestra MCHS8 pue-
de ser debido a que hace algunos atos se retir6 una
capa superficial de 1.0 metros aproximadamente
para la extraccion de metales preciosos, llegando a
la capa donde hace mas de 100 anos. Segun De La
Vega (1994), existen depdsitos antiguos de jales que
fueron arrastrados hasta los suelos agricolas de di-
versas comunidades del municipio de Guadalupe,
Zacatecas. Ademas, con base en el trabajo reportado
por Santos et al. (2006), se confirma que la principal
fuente de contaminacién de MPs en areas cercanas
a la zona de estudio se relacionan con las activida-
des mineras antiguas realizadas por la comunidad
de las colonias Osiris y La Zacatecana, localizadas a
una distancia aproximada de 3 km. En el cuadro 1 se
muestra la concentracion en mg/kg de plomo regis-
trados en chile y suelo agricola.

Todas las muestras rebasan los limites maximos
de Pb para hortalizas, excluidas las del género Bras-
sica, las hortalizas de hoja, las hierbas frescas y las
setas, que es de 0.1 mg/kg peso fresco, al igual que
la Norma del Codex Alimentarius (WHO, 2004) pa-
ra verduras en general. El contenido de MPs en las
plantas depende de la biodisponibilidad del metal
en el suelo y de la deposicion atmosférica. Los chiles
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picantes como el de arbol, absorben MPs de suelos
contaminados, aire y agua.

Es posible que los exudados de la raiz de estos ge-
notipos de pimiento picante contuvieran enzimas
que hidrolizan algunas formas complejas de este
metal para mejorar la solubilidad del Pb para llevarlo
del suelo a las plantas, aumentando asi su acumula-
cion en los frutos. En la figura 1 se muestra una gra-
fica de las concentraciones promedio de Pb en mg/
kg en chile. Las altas concentraciones de este metal
en hortalizas cultivadas en la zona de estudio indi-
can la presencia de contaminacion de MPs, debido a
los antiguos dep6sitos de jales mineros.

La concentracion de este metal en suelo varia
de acuerdo con la ubicacion de la toma de muestra.
La media general es 1194.093 + 1628.469. Concen-
traciones entre 35.033 + 5.397 y 5423.275 + 828.722
ppm fueron detectadas. La NOM-147-SEMARNAT/
SSA1-2004 establece una concentraciéon maxima de
400 mg/kg para suelo de uso agricola.

1000+

Pb [mg/Kg]

1004

104

e S I B
MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7T MS8 MS9 MS0 MS11 NOM-
147

Muestras de suelo

Figura 2. Grafica de la concentracién promedio de Pb en
mg/kg en suelo agricola.

Cuatro de estas muestras estan por debajo del li-
mite de 400 ppm. Sin embargo, al comparar los va-
lores encontrados con la normatividad europea que
indica una concentraciéon maxima de 300 ppm, so-
lo cuatro de estas muestras estan dentro del limi-
te permisible. La prevencion de la acumulacion de
MPs a un nivel peligroso es una de las condiciones
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para la produccion agricola sostenible. Asimismo,
la liberacion de grandes cantidades de MPs en el
medio ambiente pueden acumularse en el entorno,
lo cual representan un peligro significativo para la
salud y medio ambiente (Korkmaz et al., 2011).

Conclusiones

Fueron cuantificadas las concentraciones de Pb
en suelo agricola y chile de arbol de la comunidad
de Zoquite, Guadalupe, Zacatecas. Los resultados
obtenidos demuestran que los valores encontra-
dos para las muestras de chile de arbol superan las
concentraciones establecidas en el reglamento No.
1881/2006 de la Comisién Europea. Por otra parte,
los valores de Pb para suelo agricola mas de la mi-
tad superaron los valores establecidos por la NOM-
147. Ademas, este estudio permitira buscar estrate-
gias tecnologicas agropecuarias para aumentar la
inocuidad del chile de arbol en la zona.

Con relacion a la cuantificacion de Pb en sue-
los agricolas, se registr6 una concentracion maxi-
ma de 400 mg/kg con un promedio de 1194.093 +
1628.469 mg/kg. En las muestras de chile la con-
centracion promedio de Pb fue 8.588 + 1.923 mg/
kg. Con fundamento en los resultados obtenidos
son necesarias normas oficiales para Pb en vege-
tales en México. Todas las muestras de chile supe-
ran la norma oficial europea vigente.
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Resumen

La zona forestal de Durango es la mayor area certificada de bosques en México, la entidad ocupa
el primer lugar en produccion forestal en México, con una produccion de 1.5 millones de metros
cubicos de madera en rollo. La sequia prolongada, entre otros factores, ha generado las condi-
ciones para la reproduccion de poblaciones de insecto-plaga principalmente de gusano des-
cortezador (Dendroctonus sp.) que actualmente ha ocasionado dafos en 250 000 hectareas de
bosques de pino-encino del estado de Durango, con pérdidas de mas de 100 millones de pesos.
Con el objeto de encontrar una alternativa sustentable con el medio ambiente para minimizar los
efectos de esta plaga, en el laboratorio de biologia molecular del Instituto Tecnolégico del Valle
del Guadiana de Durango, se efectud el aislamiento de un hongo entomopatdgeno Metarhizium
anisopliae var. anisopliae, el cual cohabita en el gusano descortezador y lo controla de manera
natural. Se produjo un bioinsecticida por medio de la técnica de Fermentacion en Medio So6lido
(FMs), empleando un disefio experimental de bloques al azar para tres tratamientos y seis repeti-
ciones para la obtencion del medio sélido. Los tratamientos fueron las fuentes de carbono: sorgo,
trigo y papel reciclado, las variables a estudiar fueron concentracion de esporas/ml, peso seco
gr/mly dosis letal. Los resultados mas importantes se sometieron a un analisis de varianza y los
resultados indican que el rendimiento promedio de las tres fuentes de carbono fue de 1.8x10°
esporas/g. El medio obtenido se mezcld con tierra de diatomeas hasta obtener un peso de 240 g
de producto formulado por bolsa, cantidad suficiente para aplicar en una hectarea de arbolado.
Adicionalmente se realizaron bioensayos en una camara bioclimatica cB-14® mediante la técnica
de asperjado con bioinsecticida a una concentracién de 1x108 esporas/ml, comparando dos cepas
comerciales METATRON® y CIIDIE-IPN® contra la cepa nativa aislada del gusano descortezador en
el laboratorio de biologia molecular, para este propésito se emplearon contenedores de 10 x 20
cm de plastico, se midid el grado de mortandad para cada cepay se encontrd que la cepa nativa
aislada del gusano descortezador en el en laboratorio fue mas efectiva que la comercial META-
TRON®y CIIDIR-IPN®. Presentd una mortalidad superior al 80% a las 72 h de exposicién, comparada
con las dos cepas comerciales que mostraron ambas una mortalidad inferior a un 50 % a las 72 h.
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Introduccion

El control o manejo integrado de plagas (MIP) es
un sistema que trata de mantener las plagas de un
cultivo a niveles que no causen dafio econémico,
emplea preferentemente los factores naturales ad-
versos al desarrollo de las plagas, recurre al uso de
pesticidas como medida de emergencia. Para que
el MIP pueda funcionar es necesario: a) Establecer
un sistema de evaluacion periddica (monitoreo) de
los niveles de las plagas y sus enemigos naturales
en el campo. b) Tener una idea de los limites de
infestacion que pueden ser tolerados en el area sin
que se efectiie su rendimiento.

Al MIP se le considera como el sistema mas razo-
nable desde el punto de vista ecologico para preser-
var la calidad del medio ambiente contra la conta-
minacion por pesticidas, al mismo tiempo que se
protege el ecosistema contra los danos de las plagas
(Tamez et al., 2001).

En México se tienen registradas mas de 200 es-
pecies de insectos y patégenos que provocan danos
en los ecosistemas forestales (Zuniga et al., 1999).
Los descortezadores son un grupo de insectos de
gran importancia forestal. Los danos causados a
las masas forestales pueden ser desde un pequeno
grupo de arboles hasta cientos o miles de hecta-
reas. Son organismos que se desarrollan debajo de
la corteza de los arboles, debilitandolos y provo-
candoles la muerte (Billings et al., 1990).

De acuerdo con el Consejo Mundial de Mane-
jo Forestal, las zonas forestales de Durango son la
mayor area certificada de bosques en México. La
entidad ocup6 el primer lugar en produccion fo-
restal en 2003, con 1.93 millones de m? de madera
en rollo, a partir de 2005 disminuy6 a 1.5 millones
de m?. La sequia prolongada de 2011 gener6 condi-
ciones para la reproduccion de poblaciones de in-
secto-plaga como Dendroctonus sp. e Ips en los mu-
nicipios de Durango, Pueblo Nuevo, San Dimas,
Canatlan, Santiago Papasquiaro, Guanacevi, Sta-
chil y El Mezquital.
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Metodologia

Los muestreos y colecta de insectos-plaga de pino
(Dendroctonus sp.) se realizaron en zonas forestales
infestadas en los municipios de Durango, San Di-
masy Pueblo Nuevo del estado de Durango. Se rea-
lizaron 25 colectas en troncos de pinos derribados
y descortezados por las cuadrillas de las unidades
de administracion forestal, previamente marcados.

La colecta de insectos-plaga se realizé en conte-
nedores de plastico de 20.0 x 10.0 cm. Se les adicio-
n6 una dieta controlada (a base de miel de maguey
mezclada con aserrin) y posteriormente se trasla-
daron al laboratorio de biologia molecular del Ins-
tituto Tecnoldgico del Valle del Guadiana (ITVG),
ubicado a 50 km al este de la ciudad de Durango.
Los insectos se colocaron en una camara biocli-
matica CB-14; se mantuvieron dentro de envases
de plastico en condiciones de temperatura 18°C y
90% HR, los que presentaron mayor similitud con
los sintomas de M. anisopliae se apartaron del resto
para su observacion en el microscopio.

Aislamiento de la cepa de hongo
Entomopatogeno

Para realizar el aislamiento de la cepa nativa del
hongo se utiliz6 la técnica de macerado de insec-
tos-plaga Dendroctonus sp. (Guerrero y Aguilera,
2000). En un vaso de precipitado de 10.0 ml con
agua destilada estéril se agreg6 5.0 g de Dendrocto-
nus seco, la mezcla se homogenizo6 con un agitador
magnético a maxima potencia durante 5 min.

A partir de la mezcla se tom6 1.0 ml de la solu-
cion y, posteriormente, se hicieron diluciones 1:200
y se vertieron en 1.0 ml en caja petri con medio de
cultivo agar dextrosa papa, del cual se tomé 1.0 ml
de suspension de esporas y se realizaron tres dilu-
ciones distintas: 1:400, 1:800 y dos siembras por es-
tria, éstos se incubaron a 28°C durante 72 h.

Posteriormente, se sembraron por estria y punto
las colonias que tuvieron apariencia similar a M.
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anisopliae sp., Beauveria sp., y Paecilomyces sp. Estas se
dejaron incubar a 28°C por 96 h. Las colonias que
presentaron crecimiento se resembraron por estria
para su posterior identificacion. El crecimiento de
M. anisopliae en medio de cultivo sélido PDA se pre-
sent6 en forma de colonias blancas y mas tarde en
verde oliva.

Las conidios nacen alrededor de la colonia de
5-8 x 2.5-3.5 um, con pared gruesa amarillen-
ta-verdosa. La longitud de las conidios fue medi-
da en pm con el programa Motic Plus® se utilizo
el microscopio Motic® 102M que cuenta con una
camara integrada, se obtuvo la media de un total
de 20 mediciones en el microscopio. Se realiz6 la
comparacion de la cepa nativa con dos cepas co-
merciales que se tiene en conservacion en el ITVG:
METATRON® y CIDIIR®, ambas con gran similitud.
La cepa nativa se resembré en medio de cultivo
agar dextrosa y papa (PDA) inclinado en tubos de
ensaye para su conservacion a 4°C, la cual fue em-
pleada como in6culo posteriormente (figura 1).

Figura 1. Aislamiento de la cepa nativa de M. anisopliae de
insecto-plaga Dendroctonus sp.

Produccion del bioinsecticida

Se utilizaron tres fuentes de carbono: granos de sor-
go, trigo resquebrajado de segunda calidad con un
40% de grano quebrado sin cascarilla y papel reci-
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clado, se lavaron las fuentes tres veces con agua po-
table, en seguida se dej6 en reposo por 30 min con
130 ppm de una mezcla de antibiético (tetraciclina
y furazolidona, dos pastillas de cloranfenicol/litro)
(Gonzalez y Garcia, 2006).

La produccién del bioinsecticida se hizo en Fer-
mentacion en Medio Solido (FMS), en bolsas de
polipapel de 750 g de sustrato sélido previamente
esterilizado, inoculadas con 10 ml/bolsa de una sus-
pension de conidios a una concentracion de 1x10°
esporas/ml, se utilizo una jeringa de repeticion de
uso veterinario con control automaético de volumen.
El orifico dejado por la aguja de inoculacion se selld
con cinta adherible; luego, los sustratos de las fuen-
tes de carbono se homogenizaron con la suspension
del in6culo.

Finalmente, las bolsas se pusieron en una sala de
germinacion y crecimiento. En esta area, las bolsas
permanecieron en estantes a temperatura constante
de 28 £ 1°C y un fotoperiodo (horas-luz) 14:10 por 16
* 2 dias, hasta alcanzar la esporulacion. Durante es-
te tiempo, las bolsas se removieron cada 4 dias para
aumentar la superficie de contacto espora-sustrato y
por lo tanto aumentar la cantidad de esporas/bolsa.
(Garcia y Gonzalez, 2010). Se utiliz6 un diseno ex-
perimental de bloques al azar, con tres tratamientos
y seis repeticiones. Los tratamientos fueron las fuen-
tes de carbono sorgo, trigo y papel reciclado; las va-
riables esudiadas fueron concentracion de esporas/
ml, peso seco gr/ml y dosis letal media en bioensayos
con Dendroctonus mexicanus.

Formulacioén del producto

El producto a base de la cepa nativa de M. anisopliae
fue formulado usando tierra de diatomeas, como
polvo humectable, las esporas fueron separadas de
las tres fuentes de carbono con ayuda de tamices de
100-400 mm, el tamano de particula fue de aproxi-
madamente 100 mm, en proporcién 1:10 (1g de espo-
ras aéreas por 10 g de tierra de diatomeas). En segui-
da, el producto fue almacenado en bolsas cerradas
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herméticamente a condiciones ambientales, a una
humedad menor al 10% (Garcia y Gonzalez, 2010)

(figura 2).
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Figura 2. Formulacién del bioinsecticida con una
concentracion de conidios de 1.0x10°.

Resultados y discusion

Los resultados mas importantes se obtuvieron de un
analisis de varianza. El rendimiento promedio de las
tres fuentes de carbono fue de 1.8x10° esporas/g, a
dosis de 240g de producto formulado con tierra de
diatomeas. En los bioensayos con aplicaciéon por as-
persion del bioinsecticida se reporta en este trabajo
una mortalidad superior al 80% a las 72 h, por la ce-
panativa de M. anisopliae, las cepas comerciales mos-
traron mortalidades inferiores a un 50% a las 72 h
(fig. 3).

Hajek y Lager (1994) reportan mayores grados de
mortandad de insectos-plagas cuando se les aplican
patogenos obtenidos de manera natural del mismo
insecto. Billings et al. (1990) indican que el gusano
descortezador presenta mortandades similares a do-
sis de 240 a 480 g de producto a las mismas concen-
traciones de 1.8x10° esporas/q.
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Porcentaje de mortandad

Bioensayos (de 1.0x10° conidias) 72 h

Figura 3. Porcentaje de mortandad empleando tres
diferentes cepas de M. anisopliae en Dendroctonus sp.

Conclusiones

El uso de cepas nativas permite contar con cepas
adaptadas a las condiciones ambientales de la re-
gion de estudio y evita la introduccion de cepas
exoticas. La produccion de bioinsecticida a base de
cepas nativas de M. anisoplae es efectiva y de mayor
virulencia que las cepas comerciales para el control
de D. mexicanus, por lo que los productores forestales
se beneficiaran al tener mejores opciones de merca-
do y menor costo de produccion y por tanto un ade-
cuado manejo sustentable de los recursos forestales
de Durango.
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Resumen

Los citricos son de los frutales de mayor importancia a nivel mundial; sin embargo,
las plagas y enfermedades ocasionan cuantiosas pérdidas econdmicas. El uso de
ingenieria genética es uno de los métodos viables para el mejoramiento de los ci-
tricos. EL objetivo de este trabajo fue introducir el péptido antimicrobiano atacina A
(Atta) y el gen reportero gusa en plantulas de citricos usando Agrobaterium tumefa-
ciens como vector. Semillas de limén mexicano Citrus aurantifolia (Christm) Swingle
variedad «Colimex» y del portainjerto «Macrophylla» (Citrus macrophylla) fueron
germinadas bajo condiciones in vitroy transformadas usando A. tumefaciens, conte-
niendo el plasmido binario con el gen antimicrobiano Attay el gen reportero gusA.
Posteriormente, se regeneraron brotes bajo condiciones selectivas y cuando tenian
un tamano de 2 a 4 mm fueron aislados y sometidos a una prueba histoquimica para
detectar la expresion del gen gusa. Los resultados obtenidos mostraron un 100%
(12 ex-plantes muestreados) de transformacién genética para la variedad «Macro-
phyllax», mientras que «Colimex» presenté sélo un 50% (12 ex-plantes muestrea-
dos). Se analizd y documentd la presencia del gen reportero gusa en los brotes, pero
aun esta pendiente corroborar la presencia del gen antimicrobiano AttA mediante
PCR, lo cual producird resultados mas detallados sobre este trabajo.

Palabras clave: citricos, Huanglongbing, Agrobacterium tumefaciens, gen gusa.
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Introduccion

El género Citrus comprende especies que se con-
centran en més de cien paises en el mundo (Albre-
cht et al., 2012). Al igual que en la mayoria de los
cultivos, las principales pérdidas durante su pro-
duccién son causadas por enfermedades, dentro de
las cuales destaca el Huanglongbing (HLB), dragon
amarillo o enverdecimiento de los citricos, que po-
siblemente es la mas destructiva por generar cuan-
tiosas pérdidas econémicas a la industria en las zo-
nas afectadas (Gottwald, 2010). E1 HLB se detect6
por primera vez en América en 2004, en el estado
de Sao Paulo, Brasil, y después en 2005 se confir-
mo su presencia en Florida, EUA, donde ha tenido
efectos devastadores por su vertiginosa velocidad
de diseminacién. La enfermedad se ha extendido a
la mayoria de las zonas citricolas de todo el mundo,
incluyendo Asia, Arabia Saudita y Africa (Albrecht
et al., 2012; Bové, 2006).

Se ha reportado la transformaciéon genética en
varias especies de citricos mediante diversas meto-
dologias. Luth y Moore (1999) fueron los primeros
en reportar la transformacion genética de toronja
(Citrus paradisi) al introducir mediante Agrobac-
terium tumefaciens el gen reportero gusA y el mar-
cador de seleccion nptll. Los autores detectaron la
presencia del gen gusA en el 43.5% de los brotes re-
generados después de la transformacion; sin em-
bargo, la mayoria resultaron ser quimeras y s6lo un
11.9% mostr6 actividad en todos los tejidos.

El método de transformacion genética mas em-
pleado es el de A. tumefaciens, ya que tiene la capa-
cidad de transferir a las plantas un segmento es-
pecifico de su genoma a los ntcleos de las células
de las plantas susceptibles. El ADN de transferen-
cia (ADN-T) se delimita por 23 pares de bases que
se repite en el plasmido inductor de tumores (Ti).
Este plasmido sintético se anade a colonias de A.
tumefaciens que albergan los plasmidos Ti que se
encuentran normalmente en la naturaleza (Otten
et al., 2008).
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De manera natural el ADN-T es importante para
la infeccion, ya que contiene los genes que codifi-
can para la produccién de reguladores del creci-
miento, cuando se expresa en la célula de la planta
interrumpen el desarrollo y los eventos de division
celular (Christie, 2009). Este sistema de transfor-
macién genética se ha usado ampliamente con
propositos biotecnologicos (Otten et al., 2008).

La proteina atacina A (AftA) es de un tamano de
20kD y es secretada por hemolinfas de Tricoplusia ni
Hubner (Kang et al., 1996), asi como por Drosophila
melanogaster Meigen. Su funcion principal es com-
batir las infecciones bacterianas a estos organis-
mos. Se ha demostrado que la proteina A##A inhibe
el crecimiento de las bacterias Gram negativas y
aumenta la permeabilidad de la membrana exter-
na (Engstrom et al., 1984).

Metodologia

Se usaron semillas de frutos maduros de limén
mexicano Citrus aurantifolia (Christm) Swingle,
variedad «Colimex», obtenidos del Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pe-
cuarias (INIFAP) estacion experimental Tecoman y
del portainjerto (Macrophylla» (Citrus macrophylla)
del vivero comercial Edén.

Las semillas fueron extraidas de los frutos y su-
mergidas en 200 mL de una solucién, contenien-
do 0.002% de jabdn liquido comercial en un vaso
de precipitado de 500 mL con agitacion de 15 a 20
min; al concluir el tiempo, se enjuagaron varias
veces con agua desionizada hasta retirar por com-
pleto el jabon. Al término del enjuague, se esteri-
lizaron con una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex®) al 20% (v/v) adicionado con TWEEN 20
(0.02% v/v), durante 20 minutos.

En seguida, se eliminé el exceso de cloro (dentro
de la campana de flujo laminar) y se enjuag6 con
agua destilada estéril, repitiendo los enjuagues en 3
ocasiones. Posteriormente, fueron germinadas bajo
condiciones in vitro en frascos con 25 mL de medio
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MS (Murashig & Skoog, 1992), adicionado con vita-
minas B5 (10). Los frascos se incubaron a 24 + 2°C en
la oscuridad durante 30 dias, sequido de 15 dias bajo
un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad.

A. tumefaciens que lleva el plasmido binario que
contiene el gen antimicrobiano A##A y el gen repor-
tero gusA se cultivd en medio YEP solido (Sambrook
& Russell, 2001), adicionado con rifampicina (25
mgL") y kanamicina (50 mgL*). Posteriormente,
se inocul6 un frasco Erlenmeyer con 50 mL de me-
dio YEP suplementado con los antibidticos descritos
anteriormente y se cultivo a 28°C durante 48 horas
con agitacién constante. Las bacterias se recolec-
taron por centrifugacion a 6 000 rpm a 4°C por 10
minutos, y se re-suspendieron en medio MS liquido
adicionado con el compuesto fendlico Acetosiringo-
na (100 mM).

Posteriormente, se cortaron los explantes de epi-
cotilo de aproximadamente 1 cm de largo y se in-
cubaron en la solucion con la bacteria por 20 min,
después los explantes fueron transferidos a un medio
de regeneracion (MS, vitaminas B5, BA 3 mg-L*, 2,4-D
mg-L*, K,HPO, 20 mg-L'!, sacarosa 30 g-L y Phytagel 3
g-L) complementado con Acetosiringona (100 mM).

Los explantes fueron cocultivados con la bacte-
ria por 3 dias bajo condiciones de oscuridad, después
fueron transferidos a un medio de seleccién, el cual
consisti6 del medio de regeneracién mas carbenci-
lina 400 mg-L!, cefotaxima 100 mg-L"'y kanamicina
50 mg-L". Los ex-plantes se cultivaron bajo las con-
diciones de luz antes descritas. Todos los antibioti-
cos y los productos quimicos aqui descritos fueron
obtenidos de Sigma (St. Louis, EUA), a menos que se
indique lo contrario.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos a partir de brotes de 2 a
4 mm de longitud mostraron la expresion del gen
gusA en un 100% (12 ex-plantes muestreados) de los
brotes de la especie «Macrophylla», mientras que la
variedad «Colimex» presentd solo 50% (12 ex-plantes
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muestreados). Esto denota que Agrobacterium tume-
faciens mostr6 alta eficiencia de transformacion pa-
ra la especie C. macrophylla; en comparacion con los
resultados previamente reportados (Luth & Moore,
1999) se obtuvo solamente un 11.9% de transforma-
cion para el hibrido citrange «Carrizo». En el presen-
te trabajo se puede observar la expresion del gen gu-
sA uniformemente por toda la nervadura de la hoja
en las dos especies transformadas.

Existen estudios en los que se reportan haber ob-
tenido solo 7.9% positivo de 168 brotes para la prue-
ba histoquimica con gusA (Pena et al., 1995). En el
presente trabajo no s6lo se observaron diferencias en
los niveles de expresion entre las dos especies estu-
diadas, sino que también se observaron diferencias
dentro de la misma especie, incluso dentro del tejido
muestreado (figura 1). A pesar que estos estudios son
preliminares y solamente se muestrearon un total de
24 clones, la variacion en los niveles de expresion pa-
rece ser comun en otras especies de citricos segun lo
reportado previamente (Luth & Moore, 1999).

De acuerdo con la técnica molecular de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), en la figura 2, se
corroboro la presencia del péptido antimicrobiano
AttA en los clones tres y cuatro. La falta de amplifica-
cion del gen en los clones uno y dos podria asociarse
con la presencia de tejido quimérico, por lo que se
estudiaran a mayor detalle. Después se comproba-
ra la secuencia de este péptido utilizando la técnica
Southern blot.



SEGUNDO SEMESTRE 2016

Figura 1. Comparacion de especies de citricos
transgénicos de acuerdo con la expresion del gen
gusA analizada histoquimicamente. Hojas de brotes
transgénicos de Citrus aurantifolia con un bajo (A) e
intermedios (B) niveles de expresion. Hojas de Citrus
macrophylla con altos niveles de expresion del gen
reportero (C).

1Kb+ 1 2 3 4 5 6 7

Figura 2. Amplificacion del péptido antimicrobiana A#A.
Carriles 1-4 ADN gen6émico de cuatro clones; 5 no ADN, 6
ADN de planta no transformada (control negativo); 7 ADN
del plasmido con el gen AftA (control positivo).
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Conclusiones

Con el presente trabajo se demuestra que Agrobacte-
rium tumefaciens puede usarse para introducir de ma-
nera exitosa el gen reportero gusA y los péptidos anti-
microbianos en explantes de dos especies de citricos de
alta importancia econémica en el estado de Colima.

Aunque se analiz6 y demostré la presencia del
gen reportero en los brotes mediante la prueba his-
toquimica y la técnica PCR, es necesario corroborar
la presencia del gen antimicrobiano A#tA mediante
Southern blot, lo cual producira resultados detalla-
dos sobre este trabajo.
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Resumen

La calidad fisiolégica implica la integridad de las estructuras y los procesos fisiolo-
gicos que permiten a la semilla mantener altos indices de viabilidad. Los principales
indicadores de la calidad fisiologica son la germinacion y el vigor, que dependen
del genotipo y del cuidado de su desarrollo en la produccidn y el manejo postcose-
cha. Se evaluaron 34 lineas de maiz (Zea mays L.) para cuantificar la calidad fisiol6-
gica de la semilla. El estudio se realizé en el Instituto Tecnolégico de Roque (ITR). Se
evaluaron las siguientes variables: prueba de germinacion estandar, vigor a través
de envejecimiento acelerado, longitud de plimula, peso seco de plimula y peso
seco de raiz. Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0.01) entre los
genotipos para el porcentaje de germinacion estandar, el vigor a través de la prue-
ba de envejecimiento acelerado y la longitud de la plumula. Sin embargo, no hubo
efecto significativo para el peso seco de raiz y de plumula. Existe una fuerte varia-
cién genética entre los genotipos evaluados para la calidad de la semilla.
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Introduccion

El desarrollo de lineas y la identificacion de las me-
jores combinaciones hibridas con base en el poten-
cial de rendimiento determinan el éxito de un pro-
grama de mejoramiento genético. En un programa
de produccion de semillas, es importante determi-
nar los componentes de la calidad fisiologica en
términos de viabilidad y vigor, los cuales pueden
contribuir a predecir el establecimiento y la produc-
ciéon de hibridos sobresalientes con altos indices de
calidad, asi como un manejo adecuado del cultivo.
Se entiende como calidad de la semilla la sumatoria
de los atributos genéticos, fisiologicos, fisicos y sani-
tarios, responsables de la capacidad y los niveles de
productividad (Popinigis, 1985).

La calidad de la semilla de maiz es vital para los
agricultores y la industria semillera. Para el agri-
cultor, porque de ello depende el nimero de plan-
tas existentes en un area determinada de cultivo, es
decir, se prefiere aquellas que poseen alto vigor (De-
louche & Cadwell, 1962). Asimismo la seleccion de
materiales con buena calidad, la expresion fenotipica
de la semilla y su vigor, pueden estar intimamente
relacionados y ser un criterio de seleccion relevante
dentro de un programa de mejoramiento genético
(Estrada et al, 1999). La presente investigacion tiene
el propdsito de evaluar la calidad fisioldgica y el vigor
de la semilla de maiz.

Metodologia

El estudio se desarrollé en 2014 en el Programa en
Producciéon de Semillas del Instituto Tecnolégico
de Roque (ITR), en Celaya, Guanajuato. La investi-
gacion se desarrollo en el Laboratorio de semillas, en
el cual se efectuaron las pruebas de germinacion es-
tandar (GE), envejecimiento acelerado (EA), longitud
de plamula (LP), peso de raiz (PR) y peso de plamula
(PP).

Se utilizaron 30 lineas procedentes del Centro in-
ternacional de mejoramiento de maiz y trigo (CIM-
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MYT) y cuatro lineas del programa de mejoramiento
del ITR. La calidad fisiol6gica de la semilla se evaluo
mediante la prueba de GE y el EA. Se prepar6 una
muestra de 75 semillas por genotipo para estable-
cer tres repeticiones de 25 semillas cada una. En las
pruebas de GE se utilizé el método «entre papel» si-
guiendo las normas establecidas por la Internatio-
nal Seed Testing Association (2005). El diseno expe-
rimental utilizado fue completamente al azar con
tres repeticiones. Los caracteres evaluados en las dos
pruebas fueron plantulas normales (PN) y plantulas
anormales (PA).

En la prueba de vigor medido a través del EA se
aplicd la metodologia propuesta por Delouche &
Baskin (1973), con el acondicionamiento utilizado
por Rincén y Molina (1990), que consiste en usar va-
sos de precipitados de 500 mL a los que se agregan
200 mL de agua destilada. Se coloc6 una malla de
alambre a 1.5 cm arriba de su nivel, encima de la cual
se distribuyeron 25 semillas. Los vasos se taparon
con papel aluminio, se sellaron con cinta adhesiva
y se introdujeron a una camara germinadora a 40
+ 2°C y humedad relativa del 100% durante 120 h.
Posteriormente, fue evaluado con la prueba de GE a
los siete dias.

La prueba de LP se realiz6 dibujando una linea en
la parte central de la toalla; a partir de ella se dibu-
jaron lineas paralelas a intervalos de 2 cm a la linea
central, en la linea central se pego la cinta adhesiva
y se colocaron 25 semillas equidistantes adheridas a
la cinta con el embrién de frente y la plamula en un
angulo recto con las lineas paralelas. Se colocaron
en la camara germinadora a 20°C+ 1 durante 96 hrs.
La evaluacion de las lineas se realizé mediante la si-
guiente formula:

L=

#de plantulas normales

donde L es la longitud media de la plamula en cm,
n es el nimero de extremidades de la pliimula entre
un par de lineas, x es la distancia del punto medio
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de las lineas a la linea central. Luego de efectuar la
prueba de LP se tomaron los pesos de raiz y plimula;
10 plantulas al azar fueron colocadas en sobres de
papel y se cortaron raices y plamulas por separado,
mas tarde se introdujeron a la estufa a 100 °C duran-
te 96 hr.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza para las lineas, uti-
lizando el programa SAS ver. 9.1.

Resultados y discusion

Los resultados del analisis de varianza (cuadro 1) mos-
traron diferencia significativa (p<0.01) entre genoti-
pos para la GE, el vigor a través de la prueba de EAy la
LP. Sin embargo, el peso seco de raiz y plamula no se
modificé estadisticamente. Estos resultados concuer-
dan con los de Estrada et al. (1999) en el sentido de
que las variables mas importantes para identificar los
materiales por vigor inicial son las plantulas norma-
les, peso seco de parte aérea, de raiz y germinacion al
primer conteo. Perry (1981) indic6 que el porcentaje
de germinacién al primer conteo es relevante para
evaluar el vigor de plantulas, lo cual representa simi-
litud con los resultados de este estudio.

Cuadro 1
Cuadrados medios para caracteres de calidad
de semilla en lineas de maiz. Roque, Celaya,
Guanajuato, 2014

FvV  GL GE EA LpP PSR PSP
Gen 33 183.9% 1174.6" 227 0.0048ns 15093.4ns
Error 68  61.7 3529 0.40 0.0036 15096.3

Total 101 --- e e [

GE, EA, LP, PSR y PSP, corresponden a la germinacion
estandar, vigor a través de la prueba de envejecimiento
acelerado, longitud de plumula, peso seco de raiz y peso
seco de plimula, respectivamente.
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Por otro lado, la prueba de comparacion de me-
dias de Tukey (cuadro 2) indicé que los genotipos
9, 25 y 22 expresaron los porcentajes mas altos de
plantulas normales en la prueba de germinacion
estandar. Por otro lado, las lineas 2, 13 y 16 pre-
sentaron el peor comportamiento. En el vigor de
la semilla se encontr6 que los genotipos 1, 22 y 30
presentaron la mayor resistencia al deterioro ace-
lerado al ostentar valores superiores a 94% de plan-
tulas normales; mientras que los genotipos 5,9y 6
presentaron un pobre comportamiento cuando se
sometieron al envejecimiento acelerado.

Figura 1. Calidad fisioldgica en las lineas de maiz. Roque,
Celaya, Guanajuato, 2014.

Finalmente, en la prueba de longitud de plimula,
las lineas 8, 34y 25 alcanzaron en promedio 4 cm de
altura a los cuatro dias de evaluacion y los genotipos
23,28 y9 no rebasaron el 1.5 cm de altura, condicion
que los coloca como lineas de bajo comportamiento.

Cuadro 2
Comparacion de medias para calidad de semilla en

lineas de maiz. Roque, Celaya, Guanajuato, 2014

genot GE genot EA genot LP
19 98a 1 96a 8 4.4a
25 97a 22 94a 34 4.2a
32 96a 30 94a 25 4.1a
2 74b 5 37b 23 1.5b
13 74b 9 33b 28 1.2¢

16 62¢C 6 9c 9 1.2¢
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Conclusiones

Existe una fuerte variabilidad genética entre los ge-
notipos evaluados para calidad de semilla. Las lineas
1, 22 y 30 fueron consistentes con el mas alto vigor
de la semilla después de ser sometido a la prueba de
EA. Cabe destacar que se determinaron diferencias
entre las pruebas utilizadas para la mayoria de las
variables evaluadas.
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Resumen

La produccion de papaya en el estado de Colima es afectada por enfermedades
causadas por agentes virales, principalmente Papaya ringspot poty virus-p, por lo
que el uso de Agrobacterium tumefaciens es viable para inducir resistencia a los
virus. La eficiencia de transformacion depende de la presencia de compuestos fe-
nélicos provocados por dano mecanico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de diferentes métodos de induccion de dafio mecanico sobre la eficacia de
transformacion genética de embriones de Carica papaya L., mediante A. tumefa-
ciens. EL dano mecanico en un gramo de embriones somaticos de Carica papaya L.
fue inducido mediante el uso de carborindum (0.5 g en 15 mL de H,0 estéril), bio-
balistica (un disparo a 0 cm de distancia con una presién de 150 psi) o sonicacién
(15 s a 40 kHz) en la presencia de A. tumefaciens. Los resultados mostraron que el
contenido total de compuestos fendlicos fue mayor al utilizar el método desoni-
cacion. De acuerdo con la presencia de focos azules en los embriones somaticos
transformados, se observd que la mayor eficiencia de transformacion se encontr6
con el método de carborundum, con una cantidad de 22.5 focos azules por gramo.
Asimismo, se observd que los diversos métodos de induccion de dano mecanico
afectan la eficacia de Agrobacterium tumefaciens en la transformacion genética de
embriones somaticos de Carica papaya L.
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Introduccion

La papaya (Carica papaya L.) es uno de los cultivos
mas rentables para México, motivo por el cual su es-
tablecimiento va en aumento en los tltimos anos;
sin embargo, es afectada por enfermedades prove-
nientes de agentes virales, principalmente Papaya
ringspot poty virus-P (PRSV-P) (Gonsalves, 1998), de tal
forma que se reportan pérdidas en la produccion de
hasta el 85% en Colima, Veracruz y Guerrero cuan-
do no existe un método de control. El PRSV-P causa
mosaico severo y distorsion de las hojas, anillos con-
céntricos en los frutos y manchas aceitosas en la par-
te superior de los tallos y peciolos. Ademas, el mis-
mo virus impide el crecimiento de la planta y reduce
drasticamente el tamano y la calidad de las frutas
(Yeh et al., 2007).

En ese sentido, la mejor alternativa de control de
PRSV-P en papaya es el uso de la ingenieria genética.
La transformacion genética de explantes de papaya
mediada por Agrobacterium tumefaciens es una herra-
mienta eficiente (Fitch et al., 2003). Sin embargo, pa-
ra que este proceso de transferencia tenga lugar es
necesario que la célula vegetal posea una herida que
inicie asi la sintesis de compuestos fendlicos (Trick y
Finer, 1997), los cuales activan los genes de virulen-
cia (vir).

Una de las estrategias para mejorar la eficien-
cia de transformacion es la induccion de compues-
tos fenolicos en el explante, los cuales se producen
al ocasionar un dano mecanico del mismo, causa-
do comtinmente por agitacion en presencia de car-
bortindum, por biobalistica o por sonicacién (Trick
y Finer, 1997). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de diferentes métodos de induccion
de dafio mecanico sobre la eficiencia de transforma-
cién genética de embriones de Carica papaya.

Metodologia

Se emplearon masas de embriones somaticos de pa-
paya Maradol de tres meses de edad, inducidos a
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partir del cultivo de embriones cigéticos en medio
Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962),
los cuales se sometieron a danno mecanico, con un
gramo de embriones para cada tratamiento. Se eva-
luaron métodos de agitacion con carborindum
(Cheng et al., 1996), bombardeo con microparticulas
(Helios™ GeneGun, BioRad) y sonicacion (Jiang et
al., 2004). Embriones somaticos intactos se emplea-
ron como control de referencia. Se evalud el conte-
nido total de compuestos fenolicos, tales moléculas
se extrajeron y cuantificaron siguiendo el protocolo
descrito por Ainsworth y Gillespie (2007).

Para la cuantificaciéon del contenido total de fe-
noles se calculé una curva estandar elaborada con
acido galico (Sigma) a concentraciones de 0, 100,
200, 400, 800 y 1600 M de acido galico preparado
en metanol al 95% (v/v), donde cada punto de
calibracion se realizé por triplicado. El contenido se
expres6 como equivalente de acido galico medido
con la ecuacion de regresion entre los puntos de
calibracion del compuesto fendlico y su absorbancia
a 765 nm.

Transformacién genética con A. tumefaciens

Con la ayuda de un asa bacteriologica, se tomé una
muestra de A. tumefaciens cepa LBA4404 recombi-
nante (con el vector binario pCAMBIA1301) que se
inocul6 en 50 mL de medio YM liquido estéril con
antibioticos de seleccidon. Los embriones somaticos
se incubaron en la suspension de A. tumefaciens ac-
tivada durante 10 min y se colocaron en medio de
cocultivo MS (Dandekar & Fisk, 2005) y se procedio
a realizar el ensayo histoquimico.

Ensayo histoquimico de GUS

Cinco dias después del cocultivo se llevo a cabo la
deteccion histoquimica de la actividad transitoria
de la B-glucuronidasa, para esto se empleé el estu-
che comercial «3-glucuronidase reporter gene stai-
ning» (Sigma), siguiendo las recomendaciones del
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fabricante. Se emple6 un diseno estadistico comple-
tamente al azar con cuatro tratamientos: T1) agita-
cion con carborundum, 72) biobalistica, T3) sonica-
cién y T4) sin dano mecanico o control; con cuatro
repeticiones para cada uno. Se evalu6 el contenido
de compuestos fenolicos producidos en cada uno
de los tratamientos y la cantidad de focos azules re-
gistrada en el material vegetal. Los datos obtenidos
se sometieron a un analisis de varianza y prueba de
medias de Tukey al 0.05 de probabilidad usando el
paquete estadistico SAS, version 9 (2002).

Resultados y discusion

Los resultados muestran que el dano mecéanico por
sonicacion induce una mayor cantidad de compues-
tos fendlicos (cuadro 1), lo que podria estar relacio-
nado al hecho que este proceso genera una consi-
derable cantidad de fisuras y canales uniformes en
el tejido expuesto a la bacteria (Trick y Finer, 1997)
comparado con los otros tratamientos donde proba-
blemente esto no se logre. No obstante, la funciona-
lidad de los cuatro tratamientos en la transformacién
de los embriones somaticos de papaya por A. tumefa-
ciens ya ha sido demostrada con anterioridad (Fitch
et al., 1993; Cheng et al., 1996; Jiang et al., 2004).

Cuadro 1
Efecto del método de induccién de dano mecanico
en embriones somaticos de papaya en la producciéon
de compuestos fenolicos

Contenido total de compuestos

Tipo de dan /1 . .
1po €e dano fendlicos (equivalentes de 4cido
mecanico 1w

galico)
Sonicaciéon 659.17 a
Sin dafio (testigo) 491.67b
Carborandum 4375b
Biobalistica 390.0b

*Medias de Tukey con letra distinta dentro de la columna
son estadisticamente diferentes (n = 3, P < 0.05).

Biotecnologia y Sustentabilidad

Segun las diversas investigaciones, los compues-
tos fenolicos y otros como carbohidratos son impor-
tantes para que ocurra la «activacion» de los genes
vir de A. tumefaciens y en consecuencia exista la mo-
vilizacion del T-DNA especifico hacia la célula blan-
co (Stachel et al., 1985), hecho que se corrobor6 en
este estudio con la expresion transitoria del gen gus
(figura 1).

El que haya existido transformaciéon genética
(evaluada por la presencia de focos azules) en los em-
briones somaticos de papaya que no recibieron al-
gun dano mecanico, obedece a que los compuestos
fenodlicos son parte del metabolismo de este material
vegetal en el proceso de la embriogénesis somatica
(Kouakou et al., 2007; Reis et al., 2008; Alemanno et
al., 2003; Hosseini et al., 2011).

En este estudio no se observo una relacion entre
la cantidad de compuestos fendlicos y la eficiencia
de transformacion (cantidad de focos azules). Sin
embargo, fue necesario que existiera algin da-
no mecanico en la célula para que la eficiencia de
transformacion se incrementara (cuadro 2). Resul-
tados similares fueron reportados por de la Riva et
al. (1998), quienes indican que la deteccion de com-
puestos fenodlicos y monosacaridos por la maquina-
ria genética de Agrobacterium responde a bajos nive-
les de compuestos fendlicos. Esta sensibilidad denota
la existencia de un limite o umbral en la cantidad de
esos compuestos para evitar una toxicidad hacia la
bacteria que pudiera afectar la eficiencia de trans-
formacion, tal como se ha demostrado (Plyuta et al.,
2013).
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Figura 1. Expresion del gen reportero GUS en embriones
somaticos de papaya sometidos a la induccion de

danio mecanico usando: A) carborandum, B) sin dafo
mecanico, C) sin dafio y sin A. tumefaciens (doble control),
D) biobalistica, E) sonicacion.

Cuadro 2
Cantidad de focos azules de acuerdo con el tipo de

dano mecanico en embriones somaticos de papaya

Tratamiento Cantidad de focos azules*

Sin tratamiento (testigo) 75¢

Sonicacién 16.0b
Carborindum 225a
Biobalistica 17.5 ab

*Medias de Tukey con letra distinta dentro de columna
son estadisticamente diferentes (n = 3, Pr < 0.05)
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Conclusiones

Los diversos métodos de induccién de dano me-
canico afectan la eficacia de transformacion ge-
nética de embriones somaticos de Carica papaya
L. mediante Agrobacterium tumefaciens. También se
observo una correlacion entre la cantidad de con-
tenidos fenolicos y la eficiencia de transformacion;
se observo la transformacion mas alta (22.5 focos
azules:g”' de embriones) en el tratamiento donde
se indujo una concentracion intermedia de fenoles
(437.5 equivalentes de acido galico).
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Resumen

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) es una plaga que se presenta duran-
te los meses de abril y mayo en el cultivo del maiz en el estado de Durango, su presencia
puede reducir el rendimiento de grano en un 13 hasta 60% por hectarea. Los productores
emplean dosis altas de insecticidas inorganicos formulados a base de Piretrinas en apli-
caciones en campo de dos litros por hectarea, situacion que genera un dano al ecosis-
tema y una contaminacion del grano por la residualidad del producto. Con el objeto de
encontrar una solucién sustentable para minimizar la presencia de esta plaga en el culti-
vo del maiz, se transfiri6 tecnologia a productores de dos localidades en nueve comuni-
dades del municipio de Durango, se cont6 con la participacion de 60 productores de maiz
en una superficie de aplicacién de 350 hectareas durante los ciclos de primavera-verano
2011. Se empled en campo mediante asperjado un bioinsecticida comercial METATRON®,
formulado con Metarhizium anisopliae en una concentracion de 1x10*2 esporas/ml a una
dosis de 480 g ha, adicionando un surfactante elaborado con extractos de Agave leche-
guilla torrey a una dosis de un litro por hectérea. Los resultados de campo indican que Me-
tarhizium cuando es aplicado en las primeras etapa del desarrollo del cultivo del maiz y
el gusano cogollero se encuentra en el primer y segundo estadio de crecimiento, la mor-
tandad es del 90%. Adicionalmente, en una camara bioclimatica cB-14® con condiciones
de temperatura constante, 25 °c, humedad relativa de 80% y un fotoperiodo de 13 h, se
realizaron bioensayos bajo disefio experimental de bloques al azar con cuatro repeticio-
nes para probar tres diferentes dosis de Metarhizium anisopliae cepa nativa extraida de
gusano cogollero del segundo instar de crecimiento en el equivalente de 480, 240y 120
g por hectarea, los resultados de los bioensayos indican que la mortandad fue del 87%
para cualquiera de las dosis aplicadas.
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Introduccion

Los productores de grano de maiz del estado de Du-
rango siembran bajo sistema de riego en los meses
de abril a mayo, con presencia de temperaturas altas,
ambiente seco y una baja humedad relativa, situa-
cién que genera alta presencia de plagas y enferme-
dades. Con el objeto de eliminar los efectos dafiinos
de algunas plagas, principalmente de gusano cogo-
llero y chapulin, se usan dosis altas de insecticidas
inorganicos formulados a base de Piretrinas (Lors-
ban 480®, ACDPHOS®, Proaxis®y BH110%) en dosis de
dos litros por hectarea en dos aplicaciones.

Si las condiciones ambientales no son propicias
para el correcto desarrollo del cultivo del maiz (au-
sencia de lluvias en la etapa de crecimiento vegetal,
una altura menor de la planta de 50 cm en esta eta-
pa), la plaga persistira y sera dificil eliminarla aun
y cuando se consideren mas aplicaciones de insec-
ticidas. Es posible que estas plagas puedan ser mini-
mizadas utilizando insecticidas biologicos a base de
Trichogramas, Crisophas, bacterias y hongos entomo-
patogenos, estos tltimos de los géneros Metarhizium
y Paecilomyces (Diaz et al., 2006).

La biologia del crecimiento del gusano cogollero
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) consiste en que las
hembras depositan sus huevecillos en una cantidad
de 300 a 600 en el follaje de la planta de maiz, el
tiempo de desarrollo de huevo a larva es de 5 dias.
Posteriormente, las larvas pasan por seis instares en
un tiempo de 14 a 21 dias, después pasan de estado
pupario a adulto (palomilla) en 13 dias, éstos son ac-
tivos sexualmente por 5 dias, donde depositan sus
huevecillos y el ciclo se repite (Tamez et al,, 2001).

Artificialmente, en una camara climatica, se
pueden realizar bioensayos para determinar habi-
tos de crecimiento, desarrollos biologicos, formas de
alimentacion de cria y exterminio. En el caso del
gusano cogollero, para asegurar su proliferacion en
los contenedores, en la camara de crecimiento, las
condiciones de temperatura se deben de mantener
a 25 °C, una humedad relativa del 80%, una canti-
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dad de luz de 13 h, la alimentacion para las plagas
consiste en follaje de maiz fresco y en su etapa adul-
ta a base de azucar al 10% en algodones humedeci-
dos (Ramos, 2014).

En diversos estudios de laboratorio se ha traba-
jado con Metarhizium y Paecilomyces, dos tipos de in-
secticidas bioldgicos empleados para el control de
gusano cogollero, plaga de interés econémico para
los productores de maiz en el estado de Durango y
responsable de la pérdida de rendimiento de grano
de un 13 a 60%.

Con el objeto de controlar esta plaga a partir del
ano 2007 a peticion de un grupo de productores de
maiz del estado de Durango, solicit6 a la Fundacion
Produce de Durango buscar alternativas mas sus-
tentables para el combate de esta plaga. Como pri-
mer etapa del proyecto, realizamos un muestreo en
campo de gusano cogollero en el afio 2009; aisla-
mos la cepa de Metarhizium anisopliae del primer ins-
tar del gusano cogollero; disefiamos una camara de
crecimiento y cria de insectos con control de tem-
peratura, humedad y fotoperiodo para simular las
condiciones ambientales de crecimiento de la plaga.
Se trasladaron los resultados de laboratorio a campo
con 60 productores cooperantes en dos localidades
de nueve comunidades del estado de Durango, du-
rante el ciclo de primavera-verano 2011.

Metodologia

Se aisl6 la cepa de Metarhizium anisopliae del insecto
hospedero Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) median-
te la técnica de batido y se sembré en un medio de
cultivo de agar dextrosa papa, en condiciones asép-
ticas, en una campana de flujo laminar, la cepa se
guardo6 en tubo de ensaye con agar inclinado; pa-
ra su conservacion se efectuaron resiembras cada
tres meses. Se adquiri6 una cepa comercial de Me-
tarhizium anisopliae denominada METATRON®, con
la finalidad de comparar la eficiencia en cuanto a
mortandad de gusano cogollero en condiciones
controladas.
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Para los bioensayos se efectuaron bajo disetio ex-
perimental de bloques al azar con cuatro repeticio-
nes, mediante el software de Olivares (1994), (en una
camara de insectos y crecimiento vegetal) se proba-
ron 3 tratamientos: T1: 120 g ha, T2: 240 g ha™', T3:
480 g ha™ y un testigo (s6lo con follaje), en cada uni-
dad experimental se colocaron 15 gusanos por con-
tenedor (15 contenedores en total), en la camara la
temperatura fue constante de 25 °C, una humedad
relativa de 80% y un fotoperiodo de 13 h de luz, la va-
riable de respuesta fue el porcentaje de mortandad
de gusanos.

Los resultados se evaluaron mediante analisis
de varianza y comparacion de medias solo cuando
se detectd diferencia minima significativa a una
p<0.05. En las parcelas de los agricultores solo se pro-
bo la cepa comercial METATRON®. Se trabajé con 60
productores de maiz cooperantes de los modulos de
riego 11T Valle del Guadiana (Localidad 1: comuni-
dades Benito Juarez, 5 de Febrero, El arenal, Montes
de Oca y Gavilanes) y IV de la presa Penia del Aguila
(Localidad 2: comunidades Abraham Gonzalez, La-
bor de Guadalupe, San José del Molino y Colonia
Hidalgo) que prestaron sus parcelas para la aplica-
cién del bioinsecticida en campo.

En las parcelas se evalu6 la eficiencia en cuanto a
mortandad de gusano cogollero con el uso del bioin-
secticida comercial METATRON®. En otro estudio de
caracterizacion molecular de seis diferentes cepas de
Metarhizium anisopliae, en el cual se comparan su re-
lacion filogenética, incluyendo a la cepa aislada del
gusano cogollero y la comercial METATRON®, se en-
contr6 que ambas presentan un indice de similitud
y amplitud de bandas parecida, por lo que se decidié
con base en economia, emplear la cepa comercial
para su uso en campo (Garcia et al., 2014) y a la apli-
cacion de insecticidas inorganicos que el productor
emplea de manera tradicional.
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Resultados y discusion
Bioensayos

Los resultados del analisis de varianza del disefio
experimental de bloques al azar (cuadro 1) indican
que existié significancia estadistica para los trata-
mientos, mas no asi para las repeticiones a una p<
0.05, los tratamientos presentaron diferencias esta-
disticas significativas, por lo que se procedi6 a de-
terminar la diferencia minima significativa (DMS).

Cuadro 1
ANAVA de los experimentos en la camara

bioclimatica CB-14%® con Spodoptera frugiperda

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 0 0 0.00 0.05
Bloques 14 186 0430 216

Exror 42 186 0.060

Total 59 520

Los resultados obtenidos en cada unidad experi-

mental se aprecian en el cuadro 2.

Cuadro 2
Mortandad de Spodoptera frugiperda

en camara de crecimiento controlado

T1:120 g R T2:240g R T3:480 g
ha ha ha
1 M 1 M 1 M
2 M 2 M 2 M
3 M 3 M 3 M
4 M 4 M 4 M
5 M 5 M 5 M
6 M 6 M 6 Y%
7 A% 7 \Y 7 M
8 M 8 M 8 M
9 M 9 M 9 M
10 M 10 M 10 M
11 M 1 M 11 M
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T1:120 g R T2:240g R T3:480g
ha ha ha
12 M 12 M 12 M
13 v 13 M 13 M
14 M 14 \Y 14 \Y
15 M 15 M 15 M

M: Muerto V: Vivo

Los resultados indican que en cualquier concen-
tracion aplicada de bioinsecticida, el porcentaje de
mortandad fue del 87%. En el caso de los resulta-
dos del testigo, no se obtuvo respuesta en cuanto a
mortandad.

Resultados en campo

La eficiencia de eliminacién del gusano fue varia-
ble en las comunidades de estudio, pero superior al
90%, principalmente cuando el gusano cogollero se
encuentra en el primer y segundo estadios de creci-
miento, lo cual se aprecia en las figuras 1y 2.
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Figura1. Porcentaje de eliminacion de gusano cogollero
mediante la utilizacién de hongos entomopatégenos con
productores de maiz en el médulo de riego 1V, Presa Penia
del Aguila.
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Figura 2. Porcentaje de eliminacién de gusano cogollero
mediante la utilizacion de hongos entomopatégenos
con productores de maiz en el moédulo de riego 111, Presa
Guadalupe Victoria.

El CESAVEG (2013) reporta mortandad del 80% del
gusano cogollero con la aplicacion de Metarhizium
anisopliae en campo, cuando este es aplicado en los
primeros 60 dias después de la siembra. Negrete y
Morales (2003) reportan que los métodos de con-
trol biologico presentan mayor eficacia en cuanto a
mortandad en gusano cogollero, cuando se aplican
en la presencia del gusano cogollero en maiz en el
primer y segundo instar de desarrollo. De igual for-
ma, reportan en campo mortandad del gusano co-
gollero cuando el bioinsecticida se aplica en el pri-
mer y segundo instar de desarrollo.

Conclusiones

En las parcelas de maiz, los productores aplicaron el
bioinsecticida en la primer etapa de crecimiento del
cultivo y cuando la presencia del gusano cogollero
aan se encuentra en forma de adulto o en el primer
o segundo instar, lo que permite que el insecticida
biolégico penetre de manera mas efectiva en el ma-
cho y hembra, deteniendo su actividad reproductiva.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue realizar fermentaciones en medio liquido (FML), em-
pleando un hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana y sustratos quitinosos de
camaron (c), chapulin (cH) y tenebrio (T) para la produccion de quitinasas, se eva-
luaron los cambios de pH, se determin la cantidad de proteina en el sobrenadante,
actividades quitinoliticas endoquitinasas y exoquitinasas usando una curva patron
de N-acetilglucosamina (NAG) y biomasa por peso seco. Se indicé que a las 48 h
presentaron la mayor actividad volumétrica de 4370.6 mu/mL a un pH éptimo de
3, para el caso de las endoquitinasas y para las exoquitinasas (Nhasa) de 11.7 mu/
mL utilizando chapulin como sustrato siendo el mejor productor de quitinasas en
comparacion con los otros sustratos, donde se observa que este hongo produce
mas enzimas en un medio acido produciendo mas endoquitinas que exoquitina-
sas. Para fines de biocontrol, las quitinasas son un método atractivo para una agri-
cultura sustentable.
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Introduccion

Las fermentaciones liquidas han sido de gran im-
portancia a nivel industrial pero también en el area
de la agricultura para la obtencion de sus productos
y utilizacion de ellos, uno de los productos obteni-
dos al implementar la fermentacién liquida son las
quitinasas, al utilizar quitina como inductor, al ser
este polimero el segundo mas abundante de la na-
turaleza, se puede obtener de diversas fuentes ya sea
de crustaceos, cuticula de insecto entre otros.

Se considera asi a la quitina como la molécula
blanco a ser atacada por agentes fungicidas o in-
secticidas que contienen o producen quitinasas. Es-
tas quitinasas han sido de importancia en diversos
campos de la investigacion: biomedicina, biorreme-
diacién y biocontrol (Cruz y Rojas, 1999). Este ulti-
mo es de gran interés en la agricultura ya que exis-
ten reportes de las quitinasas de Beauveria bassiana
que atacan a Galleria mellonella y las del hongo No-
muraea riley hacia larvas de Trichoplusia ni que ataca
a la lechuga, la papa y el algoddn, entre otros culti-
vos (Cruz y Rojas, 1999) fundamentales para la agri-
cultura mexicana. Nuestro pais no sélo produce
sus alimentos basicos, sino que también los exporta
(SAGARPA, 2011), donde la agricultura se ve afectada
por diversos factores, ambientales, de manejo y de
mayor importancia los abiéticos, ya que es donde se
encuentran las plagas y donde las quitinasas juegan
un papel trascendental para la sustentabilidad de la
agricultura en México.

Trabajos reportados por Felse (2000) senala una
produccion de quitinasas de 0.38 U/mL a pH 5 a las
108 h de produccion utilizando el hongo Trichoder-
ma harzianum. El objetivo de este trabajo fue reali-
zar fermentaciones en medio liquido a pH variable 3,
4,5, 6, 7 para la obtencion de quitinasas utilizando
Beauveria bassiana.
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Metodologia

El microorganismo empleado fue el hongo entomo-
patogeno Beauveria bassiana 885.2, donado por Oc-
tavio Loera (UAM-Iztapalapa), que fue cultivado en
medio papa dextrosa agar (PDA) durante ocho dias a
25 °C, después de este tiempo los conidios se extraje-
ron empleando Tween 80 al 0.02% (p/v). La concen-
tracion del indculo empleado en las fermentaciones
fue de 1x107 conidios/mL.

Se utilizaron tres fuentes de sustratos quitinosos:
exoesqueleto de camaron (Penaeus) provenientes de
la embalsadera en la ciudad de Alvarado, Veracruz;
chapulines (Sphenarium purpurascens) de la comu-
nidad de Santo Tomas Jalieza, Ocotlan, Oaxaca; y
escarabajo harinero (Tenebrio molitor) como insecto
modelo perteneciente al insectario de la Universi-
dad del Papaloapan.

Los sustratos previamente se desproteinizaron
utilizando tetraborato de potasio al 1% (p/v). Al final
de cada tratamiento los sustratos se neutralizaron
con agua destilada se molieron y tamizaron para
obtener un tamano de particula de 149 pm.

La fermentacion en medio liquido (FML) se realizd
en matraces, empleando medio Czapeck modifica-
do, utilizando como fuente de carbono y nitrégeno
los sustratos desproteinizados de chapulin, tenebrio
y camar6n (10g/L) incubados a 25 °C, a un pH inicial
de 5, a una agitacion de 180 rpm durante ocho dias.
Después se hicieron a 72 h tiempo maximo de pro-
duccién de estas enzimas para variar el pH y encon-
trar el 6ptimo. El control de pH se realiz6 empleando
soluciones estériles de NaOH y HCI (0.1M). El pH se
ajustd al inicio de la fermentacién a 3, 4, 5, 6,y 7 (Ra-
mirez-Coutino, 2009).

En la fraccion liquida de las muestras obtenidas
cada 24 h, se determiné proteina en el sobrenadante
por el método de Bradford (1976), actividades quiti-
noliticas endoquitinasas y exoquitinasas (Tronsmo
y Harman, 1993), aztcares reductores (Miller, 1959),
empleando una curva patréon de N-acetilglucosami-
na (NAG) y biomasa por peso seco.
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Resultados y discusion

Los resultados de las fermentaciones indican que uti-
lizando sustratos quitinosos procedente de chapulin,
a pH 5 que es el reportado y a una temperatura re-
portada de 25 °C, produjo la mayor cantidad de qui-
tinasas de 1374.8 mU/mL a las 48 h, cabe mencionar
que esta concentracion volumétrica fue similar en
los dos sustratos de insectos siendo 1.7 veces mayor
en comparacion con el sustrato de camaron donde
la actividad volumétrica fue de 810.2 mU/mL. Cuan-
do se vari6 el pH, las concentraciones volumétricas
cambiaron dando la mayor cantidad de actividad
volumétrica a un pH 3, siendo similar nuevamente
en los sustratos de insectos de hasta 4 veces mayor en
comparacion con el sustrato de camarén y 3.2 veces
mayor en comparacion con el pH 5, de igual manera
el pH 4 indica una alta concentracion volumétrica
no siendo mayor que el pH 3 mientras que para el
pH 6 y 7 las concentraciones volumétricas son bajas
(cuadro 1).

Cuadro 1
Evaluaciones de las fermentaciones
en medio liquido (FML) empleando

Beauveria bassiana a pH variable

: Endoquitinasas Exoquitinasas
pH (mU/mL) 48h (mU/m1) 48h
. C CH T c cH T
3 2150+  4370.6+ 33787+ : 89+ 11,7+ 10.7+
0.001 0.01 0.004 0.003  0.003 0.004
4 6475+ 26268+ 3166.2+ | 7.2+ 9.1+ 9.7+
0.001 0.04 0.02 0.003 0.004  0.06
5 810.2+  1374.8+ 824+ 6.1+ 8.4+ 8.8+
0.01 0.04 0.01 0.005 0.006 0.002
6 121.2+ 227+ 585.5+ 0.3+ 0.57+ 0.5+
0.002 0.001 0.01 0.004  0.02 0.005
52.5+ 81.2+ 3.5+ 04+  0.32% 0.2+
0.5 0.01 0.04 0.002  0.006 0.01

C= camar6n, CH= chapulin, T= tenebrio.

El tiempo de mayor produccién enzimatica coin-
cidi6 con la maxima produccion de azucares reduc-
tores, proteina soluble y biomasa (cuadro 2), lo que
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indica que la produccién mayor de estas enzimas es
alas 48 h.

Al encontrar los pardmetros 6ptimos de produc-
cion de las quitinasas con Beauveria bassiana, éstos
pueden realizarse a escala para obtener mas pro-
ducto y utilizarlas para un biocontrol, con ello al
implementar un nuevo método de control de plagas
se contribuiria a la disminucion de insecticidas que
degradan los suelos y volviendo resistente a la plaga,
mejorando con ello la produccién de los cultivos te-
niendo una agricultura sustentable.

Cuadro 2
Evaluaciones de las fermentaciones
en medio liquido (FML) empleando

Beauveria bassiana a pH variable

Biomasa Proteina soluble | Aziicares reductores

pH (g/1) 48h (ug/mL) 48h (mg NAG/mL) 48h
C CH T C CH T C CH T

0.005+ 0.009+ 0.008+: 9.2+ 135+ 16.2+: 0.85+ 092+ 092+

0.01 0.001 0.003 : 0.01 002 0.09 0.01  0.001 0.001
0.004+ 0.007+ 0.006+: 74+ 117+ 15.6+: 0.59+ 0.73+ 0.84+
0.001 0001 0.009 i 002 007 002 002 001 0.001
0.005+ 0.006+ 0.006+i 57+ 4.8+ 4.6+ | 0.24+ 0.28+ 024+
0.001 001 0006 i 002 021 0.005: 005 001 0.01
0.003+ 0.005+ 0.004+i 2.2+ 3.2+ 52+ 002+ 0.22+ 020+
0.001 0001 0.009 i 001 0.06 0.004: 001 0.001 0.001

0.004+ 0.004= 0.004+: 2.4+ 54+ 3.3+
001 0001 0002 ;0001 004 0.01

0.008+ 048+ 047+
0.002 0.01 0.02

C=camaro6n, CH=chapulin, T= tenebrio.

Conclusiones

El empleo de la fermentacion en medio liquido es
de gran utilidad como herramienta biotecnolégica
para la evaluacion de pH variable sobre la produc-
cidon de enzimas quitinoliticas, lo que muestra que
el mejor es el extracto derivado de chapulin a un pH
de 3, al utilizar la cepa de Beauveria bassiana 885.2,
de modo que es un hongo acidéfilo.
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Resumen

El cultivo de chile es importante en México desde los puntos de vista de diversidad
bioloégica, econémico, cultural, nutricional y como fuente generador de riqueza. Sin
embargo, esto Ultimo se encuentra amenazado por diversos problemas entre los
que destacan los fitosanitarios. En particular, la mancha bacteriana de chile es un
problema que afecta diversas regiones importantes de México. Con el fin de iniciar
un programa de control biolégico de dicha enfermedad el objetivo de este trabajo
fue aislar y caracterizar el agente causal de la mancha bacteriana en tres regiones
productoras de chile. Los aislamientos se realizaron sobre medio semi-selectivos
(YcDA) y su caracterizacion fue realizada mediante crecimiento en medio xan-p, ITS
y amplificacion del gen esta. Se realizaron un total de 110 aislamientos bacterianos
sobre medio YCDA. 22 de esos aislamientos crecieron sobre medio con Tween-80,
lo cual sugiri6 que se trataba de cepas de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Xcv). Mediante la caracterizacién de ITS, el gen estAy un analisis estadistico de con-
glomerados, se determind que seis aislamientos pertenecen a Xcv, potencialmente
implicados en la enfermedad mancha bacteriana del chile.

Palabras clave: mancha bacteriana, Xanthomonas sp, 1Ts, gen hidrolisis esta,
Tween-80.
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Introduccion

La mancha bacteriana provocada por Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Xcv) (Chew, 2008) afecta a
cultivos de chile a lo largo de todas las regiones pro-
ductoras de México. La enfermedad se manifiesta
con manchas necréticas y halos cloréticos alrededor
de la necrosis. Igualmente, la presencia de la bacte-
ria ocasiona la defoliacion de las plantas, lo cual im-
plica que los frutos sean expuestos al sol y por tan-
to son quemados, lo que provoca enormes pérdidas
econdmicas.

Jalisco, Michoacan y Zacatecas son algunos esta-
dos importantes en la produccion de chile y que han
presentado la enfermedad de mancha bacteriana. El
aislamiento del agente causal en estas zonas donde
se presenta la enfermedad ayudaria a estudiar la di-
versidad bacteriana de esas regiones para posterior-
mente implementar estrategias de control biologico
mediante el empleo de virus (bacteriéfagos) que ata-
quen a las bacterias implicadas en la enfermedad. El
objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar
el agente causal de la mancha bacteriana mediante
técnicas de ITS, gen estA y medios selectivos para Xcv.

Metodologia

Se colectaron muestras de tejido en seis sitios de la
localidad de La Plata, en el municipio de Mascota,
Jalisco; tres sitios de las localidades de Luis Jaramillo
y El Pozo (1y 2) ,del municipio de Trancoso, Zacate-
cas y un sitio del municipio de Yurécuaro, Michoa-
can. Las muestras se tomaron de plantas enfermas
por mancha bacteriana, se muestrearon un total de
diez sitios.

Los aislamientos se realizaron tomando partes
afectadas de tejido y se colocaron en una solucion
de hipoclorito de sodio al 2.5% durante 3 min. Pos-
teriormente, se realizaron dos lavados con agua des-
tilada estéril (121 °C durante 20 min). La muestra de
tejido fue macerada en un mortero estéril, al cual
previamente se agregaron 2 mL de agua destilada
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estéril. Se recuper6 1 mL del sobrenadante y se co-
locé en un tubo con 9 mL de agua estéril. Luego se
realizaron diluciones seriadas hasta 10°, después se
tomaron 100 pL de cada dilucién para sembrarse so-
bre medio de cultivo extracto de levadura-dextrosa
(YCDA). Las cajas con las diluciones bacterianas fue-
ron incubadas durante 48 h a 28 °C. La purificacion
de las colonias se realiz6 con base a la coloracion
amarilla y se resembraron en YCDA por estriado.

Para la caracterizacion de los aislamientos se em-
pled medio selectivo Xan-D propuesto por Lee et al.
(2009), el cual contiene Tween-80'y el género Xantho-
monas que es capaz de crecer por poseer el gen estA
que codifica por la proteina EstA, capaz de hidrolizar
al Tween-80; las colonias que presentan coloracion
verde amarillenta y un halo de hidrdlisis después de
cuatro dias a 28 °C fueron consideradas como cepas
potencialmente relacionadas a Xcv.

Los diferentes aislamientos bacterianos positivos
a Xan-D fueron inoculados en medio de cultivo NB
(Nutrient Broth) y se incuban a 28 °C y 200 rpm du-
rante 48 h. De cada aislamiento se tomaron 1.5 mL
de medio de cultivo liquido y se realiz6 la extraccion
de ADN mediante la metodologia descrita por Chen
y Kuo (1993). La concentracién de ADN se cuantifi-
c6 por espectrofotometria mediante un nanoespec-
tro GenovaNano (JENWAY). Con el fin de analizar
los ITS en el genoma de Xanthomonas, se realiz6 un
analisis in silico para determinar el tamano de frag-
mento esperado de la amplificacion de la region in-
tergénica de los genes ribosomales 16S y 23S (ITS) de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria cepa 85-10.

La caracterizacién molecular de los aislamientos
se realizd mediante PCR, amplificando la region 1TS
16S y 23S (Jensen et al, 1993), a través de los oligo-
nucle6tidos G1 (GAAGTCGTAACAA GG) y 11 (CAAGG-
CATCCACCGT); y la region del gen estA con el empleo
de los oligonucle6tidos Xc-lip-F2 (TATGTGATG GTGC-
CGACCATTC) y Xc-lip-R2 (GGA CTTCGCGGTCCACGT-
CGTAGC) (Lee et al., 2009). Se usaron 20 ng de ADN
en reacciones de 12.5 pL. Las muestras se migraron
en un gel de agarosa a 0.8% a 85 V durante 1 h y al
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1% con GelRed®. Como control positivo se utilizo
a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria cepa BV5-4a
(861) (Canteros et al., 1989; 1995).

Resultados y discusion

Se realizaron un total de 110 aislamientos de las
muestras de tejido colectadas en los sitios de mues-
treo las tres zonas productoras de chile de Jalisco, Mi-
choacan y Zacatecas. Mediante la prueba en medio
Xan-D se determiné que solo 22 aislamientos presen-
taron halo de hidrdlisis y coloracion verde amarillen-
ta, tipica de X. campestris pv. vesicatoria (figura 1).

o

Figura 1. Crecimiento de aislamientos bacterianos creciendo
sobre medio Xan-D. Nétese el color amarillo verdoso de las
colonias bacterianas y sus halos de inhibicion.

Mediante el analisis con ITS se determiné a diez
aislamientos capaces de hidrolizar el Tween-80 co-
mo potenciales cepas de X. campestris pv. vesicatoria
(figura 2). Mediante el analisis in silico del genoma
de la cepa de X. campestris pv. vesicatoria cepa 85-10
se determin6 que sélo tenia dos operones de genes
ribosomales, los cuales posen un espacio intergénico
de 583 pb. La amplificacion de los ITS en los aisla-
mientos capaces de hidrolizar el Tween-80 mostrd
aislamientos con fragmentos similares en longitud
a los esperados de acuerdo al analisis in silico y a los
presentados en la cepa BV5-4a de X. campestris pv. ve-
sicatoria (Xcv) (figura 2).
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Figura 2. Amplificacién del fragmento ITS (583 pb), tipico
de X. campestris pv. vesicatoria (Xcv). Carril 861 corresponde
a la cepa Bv5-4a de Xcv. El marcador corresponde a 1 Kb
Plus DNA ladder (Invitrogen).

Se muestran ocho aislamientos que amplificaron
la region ITS, correspondiente a la region de Xcv: 801,
804, 811, 823,824, 843,853 y 768 (figura 2). El fragmen-
to amplificado por Lee et al. (2009) para el gen estA fue
de 777 pb, sin embargo, el tamano del fragmento no
corresponde a cepas aisladas en México, lo cual pudie-
ra ser explicado por divergencia del gen estA.

Por otro lado, al comprar la longitud del frag-
mento amplificado Xcv cepa BV5-4a (cepa de refe-
rencia 861), mostrd también divergencia respecto a
lo reportado por Lee et al. (2009), lo cual sugiere tam-
bién una posible divergencia de este gen, dado que
la cepa de referencia tiene como origen Argentina,
mientras las evaluadas por Lee et al. (2009) son ori-
ginarias de Taiwan y Europa. Los aislamientos 811 y
801 corresponden al mismo sitio de muestreo, mien-
tas que el 824 fue de un sitio distinto, sin embargo,
todos los amplificados son similares a la cepa de re-
ferencia BV5-4a (figura 3).
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Figura 3. Amplificacién del gen estA (777 pb) tipico de
X. campestris pv. vesicatoria (Xcv). Carril 861 corresponde
a la cepa BV5-4a de Xcv. El marcador de peso molecular
empleado fue 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

Finalmente, la figura 4 muestra un analisis de
conglomerados de los ITS e indica que seis aisla-
mientos son similares a Xcv. Las cepas identificadas
como positivas seran analizadas mediante ITS-RFLP
y posteriormente enviadas a secuenciar su gen 16S.
Esta identificacion es la primera etapa de un trabajo
mayor en el que se pretende aislar bacteriofagos para
ser utilizados como medida de control en cultivos de
chile que presenten mancha bacteriana.
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Figura 4. Relaciones de 42 aislamientos bacterianos
implicados en la mancha bacteriana de chile provenientes
de tres regiones productoras de chile de los estados de
Jalisco, Zacatecas y Michoacan, a partir de datos ITS-PCR,
mediante el método jerarquico aglomerativo de agrupacion
promedio (UPGMA). En el circulo se sefialan los aislamientos
similares a la cepa de referencia BV5-4a de Xcv (861).

Conclusiones

Los aislamientos 801, 804, 811, 823, 824 y 843 mostra-
ron caracteristicas similares a la cepa de referencia
Xcv cepa BV5-4a (861): colonias verde amarillentas
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en medio Xan-D con halos de hidrolisis, amplifica-
ron la region de ITS aproximada de 583 pb y ampli-
ficaron el gen es?A similar a BV5-4a, por lo cual estos
aislamientos pueden ser considerados como cepas
de Xcv.
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Resumen

El frijol figura entre los principales cultivos de México. Sin embargo este cultivo
estd sujeto a pérdidas considerables debido a diversos factores, destaca el ataque
por plagas como el gorgojo pardo del frijol (Acanthoscelides obtectus Say), que es
controlado principalmente con productos quimicos que contribuyen a la contami-
nacion ambiental y a los danos en la salud humana por su alto nivel toxico. Por tal
motivo, se extrajo una fraccion proteica de semilla de higuerilla enriquecida con
lectinay se prob6 su efecto inhibitorio en el crecimiento poblacional de Gorgojo de
frijol (Acanthoscelides obtectus Say) y en la calidad de la semilla de frijol en almacén.
La semilla de higuerilla se colectd en el Instituto Tecnolégico de Roque; la lectina
se extrajo mediante una técnica que combina cambios de temperatura y extraccio-
nes salinas-acidas; obteniendo una concentracion de 6.74 mg mL-1 del extracto pro-
teico desgrasado y 6.04 mg mL-1 del extracto sin desgrasar. Se comprobd la presen-
cia de lectina mediante técnicas de electroforesis en gel. Posteriormente, se realizé
el bioensayo, asperjando la lectina sobre la semilla de frijol, variedad flor de mayo,
infestada con gorgojos para probar su grado de letalidad. Por dltimo, se realiz6 una
prueba de germinacidn estandar para descartar danos por el uso de lectina como
insecticida en semilla de frijol. Los resultados de este trabajo evidencian el efecto
insecticida de la lectina extraida de Ricinus communis sobre el gorgojo de frijol.

Palabras clave: lecting, higuerilla, insecticida, frijol.

............................................. | correo-e: damarp_16@hotmai[.com

©
P
o
N
w
o
|t
n
w
=
w
n
o
(=]
P4
>
o
w
0
o
©
=
B
©
e}
[
Q
e}
()]
3
0
>
A
an
5
o
c
[S]
Q
e)
3
o

-




Biotecnologia y Sustentabilidad

Introduccion

El frijol (Phaseolus vulgaris) es un cultivo de gran im-
portancia en el agro mexicano. De acuerdo con da-
tos recientes, en 2013 México tuvo una produccién
de 1294 633.90 t (SIAP, 2014). Entre los problemas
que enfrenta la produccién de frijol, se encuentra
el ataque por plagas de insectos y enfermedades,
destacandose por los dafos que ocasiona, el gor-
gojo (Acanthoscelides obtectus Say). La presencia del
gorgojo dentro de la semilla reduce significativa-
mente su calidad e incrementa la posibilidad de
descomposicion.

Segtin Leonard (1981), los dafios en México y Amé-
rica Latina por A. obctectus han provocado 35% de
pérdidas de la produccion total. La utilizacion de in-
secticidas de origen vegetal en granos y semillas al-
macenadas se ha tornado importante en la economia
agricola y ecologicamente en el medio por la efectivi-
dad, bajo costo, facilidad de preparacion y menor gra-
do de contaminacion (Ortega, 1987).

Las lectinas son proteinas que se unen a los car-
bohidratos que forman parte de glicoproteinas. En
las plantas, estas moléculas funcionan como protec-
tores contra el ataque de insectos. Ricinus communis
se caracteriza por mostrar cantidades variables de
lectina. Estas cualidades se encuentran en toda la
planta, sin embargo, la semilla es la que presenta la
mayor concentracion. Dichas propiedades han sido
aprovechadas para realizar control de plagas de in-
sectos agricolas con resultados exitosos. Con el pre-
sente trabajo se pretende evaluar el efecto de un ex-
tracto proteico obtenido de la semilla de higuerilla
(Ricinus communis) empleado como insecticida en
la germinacion de semilla de frijol, variedad flor de
mayo.

Metodologia
El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del

Instituto Tecnologico de Roque, municipio de Cela-
ya, Guanajuato. La colecta de semillas de higuerilla
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(Ricinus communis L.) se llevé a cabo en el campo ex-
perimental del mismo instituto. Se evalué la varie-
dad de frijol flor de mayo.

Extraccion de lectina

La lectina se obtuvo por un método que combina
cambios de temperatura y sucesivas extracciones sa-
linas y acidas (Alvarez et al, 1996). Se molieron las
semillas de higuerilla y se mezclaron 10 g de la hari-
na con 50 mL de NacCl 0.85% dejandose en agitacion
constante 24 h a 4 °C. La mezcla obtenida se centri-
fugé a 3000 rpm durante 20 min y el sobrenadan-
te se incubd por 30 min a 60 °C, posteriormente de
congelado a -20 °C por 48 h. Luego, se descongel6 y
centrifugo a 3 000 rpm por 20 min y al sobrenadante
se le adicion6 HCI hasta una concentracion de 0.4 N
y se incubo a 40 °C durante 24 h, se centrifugé nue-
vamente durante 20 min a 3000 rpm y se desecho
el precipitado, el sobrenadante se dializ6 con NacCl
0.85% por 24 h. La presencia del extracto proteico se
determiné en un espectrofotémetro Nanodrop 2000
auna densidad 6ptica de 280 nm. El extracto se des-
grasd con una solucion cloroformo-metanol 2:1 v/v
(Aguirre et al., 2004).

Electroforosis en gel

Se llevo a cabo una técnica de deteccion de glicopro-
teinas en gel mediante la tincién de Acido periodi-
co-Schiff (Nicolle H. et al., 2009) para corroborar la
presencia de lectinas en el extracto proteico.

Bioensayo

Se emplearon 4 concentraciones de lectina: C1= 0.674
mg mL*, C2= 0.0674 mg mL"*, C3= 0.00674 mg mL",
C4= 0.000674 mg mL™". Se incluy6 un control (10 mL
de agua destilada), realizando tres repeticiones por
concentracion. Primero se desinfect6 la semilla de
frijol (50 g por repeticion) con una solucion de hipo-
clorito de sodio 1%, se enjuago con agua destilada y
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se dejo secar. Posteriormente se asperjo la semilla con
la lectina extraida previamente (10 mL) y se introdu-
jeron los 10 gorgojos adultos, donados por Rafael Bu-
janos Muniz, Investigador de Campo Experimental
Bajio (CEBAJ), los cuales se almacenaron en frascos de
vidrio a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
Se incluyo6 un testigo absoluto con agua destilada. Se
realizaron tres conteos de gorgojos muertos a las 24,
48y 72 h posteriores al establecimiento del bioensayo.

Prueba de germinacion estandar

Se evalu6 la capacidad germinativa de la semilla
de frijol asperjada con lectina a fin de descartar un
posible efecto en su capacidad germinativa a cau-
sa de la lectina. La prueba de realizé conforme a las
normas de la ISTA (1976). Se utilizaron 50 semillas
por repeticion y se realizé un solo conteo de semillas
normales, anormales, frescas y duras al séptimo dia.

Resultados y discusion
Extraccion de lectina

La concentracion final que se obtuvo fue de 6.74 mg
mL" del extracto proteico desgrasado y 6.04 mg mL"
del extracto sin desgrasar.

Electroforesis en gel

De acuerdo con los resultados obtenidos, se muestra
un peso molecular aproximado de 66 kDa que coin-
cide con el peso molecular que la literatura cita para
lectinas vegetales (figura 1). En el caso especifico de
este gel, no se utilizé un marcador de peso molecu-
lar puesto que lo tinico que se buscaba era afirmar
la presencia de lectinas en el extracto proteico de
semilla de higuerilla.
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1o 8p 6u  4qpn oe

Figura 1. Deteccion de glicoproteinas en gel. Los niimeros
10, 8, 6 y 4 1 corresponde a los micro litros cargados de
muestra del extracto de lectina.

Bioensayo

En la concentraciéon mas alta (C1= 0.674 mg mL'de
lectina) se obtuvo un porcentaje de mortalidad del
70% (cuadro 1), mostrando asi la efectividad insecti-
cida de la lectina.

En semilla de frijol, donde se han usado com-
puestos organicos, se sabe que Hypericum perforatum
inhibi6 a A. obctectus en 80% y Achillea milefolium lo
hizo en 96% (Ecobici et al., 2004).

Cuadro 1
Porcentaje de mortalidad de los
gorgojos alas 24,48 y 72 h

B Gorgojos muertos 9%
Concentracion .
muestra 24 48h  2h  mortalidad
cl 30 14 16 21 0%
c2 30 8 10 15 50%
c3 30 2 2 5 16%
cd 30 0 1 3 10%
Control 10 0 2 2 20%

C1=0.674, C2= 0.0674, C3= 0.00674, C4= 0.000674 mg mL"

Germinacion estandar

El extracto proteico no alter6 la capacidad germi-
nativa de la semilla de frijol. Como se muestra en el
cuadro 2, se obtuvieron porcentajes superiores a 5%
comparados con el control (80%).
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Cuadro 2
Prueba de germinacion estandar en semilla

de frijol Flor de mayo asperjada con lectina

................................................................. Semillas o
Conc. Rep N A F D Total G%
erm
38 6 1 50
1 35 12 1 50
40 1 1 50
5.3
......................... e
2 37 4 50
3 38 1 50
4.0
.................................... S
3 29 11 6 4 50
3 42 7 0 50
70.7
......................... i
4 25 17 50
30 13 7 50
56.0
......................... s
Control 2 38 5 3 4 50
3 43 3 50
80.7

C1=0.674, C2= 0.0674, C3= 0.00674, C4= 0.000674 mg mL"

Conclusiones

La lectina extraida de la semilla de higuerilla (Ri-
cinus communis L.) redujo la resistencia de A. obtectus
en frijol flor de mayo, mostrando un porcentaje de
mortalidad del 70% en la concentracion mas alta. Es-
te experimento marca la pauta para continuar en la
busqueda de nuevas alternativas eficaces y amiga-
bles con el medio ambiente para el control de insec-
tos plaga en semillas de almacén, siendo una de ellas
la utilizaciéon de extractos vegetales.
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Resumen

Los bananeros tienen pérdidas importantes en sus cultivos debido a la Sigatoka
negra, por lo tanto existe la necesidad de prevenir dicha enfermedad. Una estra-
tegia para contrarrestar al patégeno es el establecimiento del uso de fungicidas,
pero esto no ha sido suficiente; por lo que es importante estudiar y analizar la ex-
presion de genes esenciales del patégeno para su virulencia durante la interaccion
M. fijiensis-Musa. En este trabajo se analiza la expresion del gen Mf-£f1, efector
de M. fijiensis, en cepas que fueron aisladas de fincas con diferentes manejos de
fungicidas.

Palabras clave: Sigatoka negra, Mycosphaerella fijiensis.
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Introduccion

El banano ocupa el 4° lugar de cultivos mas impor-
tantes del mundo, después del arroz, trigo y maiz
(FAO, 2013). Este cultivo tiene un gran impacto eco-
nomico y social debido a que es un producto accesi-
ble, econdmico y nutritivo, el cual contiene vitami-
nas A, C, B6 y minerales (Roux et al, 2008). El nombre
cientifico del banano es Musa spp. pertenecen a la fa-
milia Musaceae; sin embargo, este cultivo es afectado
por diversas plagas (Nelson et al., 2006). La Sigatoka
negra (SN) representa pérdidas de hasta el 100% de
banano, ademéas M. fijiensis ha demostrado ser méas
virulento que M. musicola, porque causa sintomas
tempranos (en 10 dias), afecta a mas cultivares del
grupo Cavendish (genoma AAA) y a cultivares con
genoma AAB, los cuales son resistentes a la Sigato-
ka amarilla; incluso se ha adaptado a altas altitudes
(Churchill, 2010; Arzanlou et al., 2007).

La Sigatoka negra es la enfermedad foliar mas
destructiva en todo el mundo, que genera un dano
foliar y la maduracion precoz de los frutos. Es causa-
da por un hongo patoégeno, hemibiotrofico, perfe-
cto y que posee alta variabilidad genética, conocido
como Mycosphaerella fijiensis (Mf) (Churchill, 2010;
Robert et al., 2012). Hasta el momento, el control
mas eficaz de dicho patégeno es el uso de fungicida
en las fincas bananeras (Pérez, 2006); dichos com-
puestos posiblemente estén ejerciendo alguna pre-
sion sobre las cepas de Mf, lo cual podria verse re-
flejando en su virulencia. En este trabajo se analiz6
por qRT-PCR la expresion del gen Mf-Eff en 4 puntos
de muestreo in vitro y usando una cepa proveniente
de finca bananera sometida a fungicidas (MF-CR) y
una cepa control (Mf-C1), con la finalidad de compa-
rar la expresion de este gen en las dos cepas.

Metodologia

Se parti6 de material fingico fresco del hongo My-
cosphaerella fijiensis para realizar la infeccion in
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vitro de banano, como se describe en los ensayos de
infeccion reportado por Peraza et al. (2008). Poste-
riormente, se extrajo el ARN, siguiendo lo reporta-
do por Kanttiin-Moreno et al. (2013); luego se realiz6
la sintesis del cDNA y la cuantificacion de expresion
génica por qRT-PCR, mediante el método de cuanti-
ficacion relativa con curva estandar. Las reacciones
de amplificacion se realizaron empleando el equi-
po PCR tiempo real Step One Plus, de 96 pozos y
siguiendo las instrucciones del proveedor Applied
Biosystems.

El analisis fue realizado empleando el paquete
estadistico SAS version 9.1 y se realizé un analisis de
varianza (ANOVA).

Resultados y discusion

El material vegetal inoculado (Figura 1) no pre-
sento sintomas de SN en el primer muestro; sin em-
bargo, en el segundo muestreo se observaron los
primeros sintomas de la enfermedad, correspon-
dientes a pizcas; en el tercero las pizcas aumenta-
ron considerablemente, dispersandose por todo el
material vegetal y adquiriendo coloraciéon negra;
las cuales se convirtieron en rayas y manchas en el
cuarto. Ademas también se observo el desarrollo de
crecimiento del micelio epifilico.

Cuadro 1
Expresion del gen Mf-Eff durante la infeccion
in vitro de banano con M. fijiensis

Muestreos 1 20 37 47
Mf{-CR 1 13 0.5 6.5
Mf-C1 1 4 6.5 1.5

CR, aislada de finca con manejo de fungicidas. C1, aislada
de plantaciones sin fungicidas. Se expresa como «veces de

expresiony respecto al punto uno, calibrador.

En cuanto a la expresion génica del gen Mf-Ef
(cuadro 1), para la cepa Mf-CR la expresion fue 13 ve-
ces superior al calibrador en el segundo muestreo,
mientras que disminuy6 a la mitad de este valor en
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el tercero y luego se mantuvo hasta el iltimo dia de
colecta, donde no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre estos ltimos pun-
tos muestreados.

Mf-CR

ger 4[0

Figura 1. Infeccién in vitro de banano inoculado con
la cepa Mf-CR Mycosphaerella fijiensis y el desarrollo de
la sintomatologia de la enfermedad Sigatoka negra,
ocasionada por el hongo.

Por su parte, el material vegetal inoculado con la
cepa Mf-C1 (figura 2) desarroll6 pequenas pizcas en
el segqundo muestreo, las cuales al tercero crecieron
en tamafio y aumentaron en todo el fragmento, co-
mo si empezara a crecer micelio. Por tltimo, en el
cuarto, las lesiones cambiaron a estrias.

Mf-C1

ler

Zdo
Ber 4_h>

Figura 2. Infeccién in vitro de banano inoculado con
la cepa Mf-C1 Mycosphaerella fijiensis y el desarrollo de
la sintomatologia de la enfermedad Sigatoka negra,
ocasionada por el hongo, en los 4 puntos de muestreo.

Con respecto al nivel de expresion del gen Mf-1,
el maximo se observo en el segundo muestreo,
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siendo cuatro veces superior al punto uno, el cual
se utilizé como calibrador. Después se observo un
patrén descendente, disminuyendo a la mitad en el
tercer muestreo y continu6é disminuyendo un poco
mas para el cuarto muestreo.

Conclusiones

El objetivo principal de los productores de banano
es obtener racimos con frutos de buena calidad pa-
ra comercializar; para esto los agricultores necesi-
tan que sus plantas cuenten con al menos 10 hojas
sanas al momento de la etapa de floracion. Las prac-
ticas culturales ayudan en el manejo de las enfer-
medades agricolas, pero deben ser complementadas
con otros métodos como este trabajo que contribu-
ye a un mejor entendimiento de esta enfermedad.
El material vegetal inoculado desarroll6 la forma-
cion de lesiones correspondientes a Sigatoka negra
(figuras 1 y 2). Asimismo, se observaron pizcas, es-
trias y rayas, lesiones que fueron en aumento, lo
que confirma que el patégeno pudo colonizar exi-
tosamente in vitro.

La expresion del gen Mf-Eff, increment6 en el se-
gundo muestreo; probablemente este gen tenga un
papel importante en el avance inicial de la necro-
trofia. La disminucion en su expresion en el cuarto
punto de muestreo coincide con el patréon reportado
por Canché-Gémez (2013). Pero difieren en el ter-
cer punto de muestreo, esta diferencia entre los dias
de expresion, puede estar relacionado con el estado
fisiologico de las plantas de donde proviene el frag-
mento y la capacidad de virulencia de cada cepa de
M. fijiensis. Todos estos resultados podrian sugerir
que los fungicidas ejercen presion sobre las cepas y
éstas desarrollan una mayor capacidad de expresion
del Mf-Eff, asi como una mayor velocidad de infec-
cién en comparacion con la cepa control, aislada de
una plantacién sin fungicidas. Sin embargo, falta
evaluar un mayor nimero de cepas y realizar otros
estudios que permitan confirmar dicha aseveracion.
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