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Prélogo

La Trigésima Cuarta Reunion Cientifica-Tecnoldgica Forestal y Agropecuaria de
Veracruz 2022, en el marco de las Reuniones Cientificas Nacionales, organizada con el apoyo
de instituciones y organismos del gobierno federal y estatal, representa un foro de gran
importancia donde converge la participacion de diferentes instituciones de investigacion y
ensefanza de areas afines en un entorno estatal, nacional e internacional. Con la presentacion
de trabajos de alta calidad técnica y cientifica, esta reunién cientifica afio con afio se consolida,
junto con las Reuniones Nacionales, como la reunion cientifica mas importante del sur-sureste
de México. Con los trabajos aceptados en esta reunion se elabor6 el presente libro cientifico
intitulado: “Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas para la Seguridad Alimentaria
Veracruz” con numero de registro ISSN: 2954-4351, que incluye 131 trabajos que fueron
seleccionados a través de un detallado proceso de revision técnica. Los trabajos se presentan
en cuatro areas tematicas: Agricola, que incluye trabajos sobre agrometeorologia y cambio
climatico, biotecnologia y gendmica, fertiidad de suelos y nutricion vegetal, manejo
agronomico, recursos genéticos y mejoramiento, sanidad vegetal, validacién y transferencia
de tecnologia, sanidad vegetal y socioeconomia; Pecuaria con temas de biotecnologia,
biologia celular y gendmica, endocrinologia y reproduccion, forrajes y manejo de pastizales,
inocuidad de alimentos, mejoramiento y recursos genéticos, nutricion y alimentacién animal,
salud animal, diagndstico, control y epidemiologia, socioeconomia, validacion y transferencia
de tecnologia; Forestal donde se incluyen las areas de biotecnologia, genética y genémica
foresta, conservacion y restauracion forestal, manejo forestal sustentable y servicios
ambientales, plantaciones forestales y sistemas agroforestales, proteccion, manejo del fuego
y salud forestal; asi como, tecnologia y comercializacion de productos forestales vy, el area
Acuicola-Pesqueria con temas de acuacultura y pesqueria.

El propdsito de la reunion cientifica es difundir los resultados de investigacion, validacion y
transferencia de tecnologia, que se generan en las instituciones de investigacion y ensefianza
superior, en beneficio de los usuarios de las areas y sectores antes mencionados. Para la
revision técnica y edicion de esta publicacién, se requirid del esfuerzo de investigadores, de
diversas instituciones de investigacion y ensefianza, asi como de personal de apoyo técnico y
administrativo del INIFAP. Esta publicacibn se pone a disposicion de investigadores,
académicos, profesionistas, técnicos y estudiantes, para servir como una referencia confiable
de consulta y fortalecimiento de los vinculos interinstitucionales.

Dr. Rubén Santos Echeverria
Encargado del Despacho de los Asuntos Correspondientes
a la Direccion del CIR Golfo Centro
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SISTEMA AGROALIMENTARIO LOCALIZADO Y SEQUIAS EN LA
HUASTECA HIDALGUENSE, MEXICO

Lorena Casanova Pérez*, Florencia Garcia Alonso?, Emigdio de la Cruz de la Cruzl y
Alberta San Juan Martinez?!

Resumen

En la Ultima década, ante la crisis socio ambiental en el mundo han surgido voces que exigen
la recuperacion y el fortalecimiento de la produccién local de alimentos. La presente
investigacion fue realizada en tres municipios de la Huasteca Hidalguense en México, una
region cultural habitada por poblacién nahuatl caracterizada por su pobreza, marginacion y la
presencia de sequias en los ultimos afios. Las herramientas metodoldgicas fueron una
encuesta a productores (n = 68) y consumidores (n = 68) y una revisién documental. Los datos
obtenidos fueron analizados con estadistica descriptiva. Los resultados indican que en la
Huasteca Hidalguense existe un sistema agroalimentario localizado en condiciones criticas, en
cuyo funcionar es fundamental la participacién de pequefios productores con escasos recursos
y afectados en su quehacer productivo por condiciones de sequia en los Ultimos cinco afos.
Se considera que la recuperacion y el fortalecimiento de la produccion local de alimentos,
permitird la produccion y consumo de alimentos sanos, nutritivos, y con menor impacto

ambiental beneficiAndose productores y consumidores.

Palabras clave: seguridad alimentaria, sostenibilidad, pequefios productores

Introduccién

En México, durante las ultimas tres décadas, el derecho al acceso a la alimentacion, al igual
gue el fomento a la produccién local de alimentos fueron dos asuntos que por falta de acciones

1 Universidad Tecnoldgica de la Huasteca Hidalguense. *lorena.casanova@uthh.edu.mx
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u omisiones condujeron al pais a un estado grave de dependencia alimentaria (LOpez y
Gallardo, 2015; Diaz-Carrefio et al., 2016). Hoy en dia, el 60% de los alimentos en nuestro
pais son importados (Levario, 2018), incluido el maiz, cultivo bésico en la dieta del mexicano
(Moreno-Séenz et al., 2016). Lo anterior es consecuencia del accionar de un Estado que
concebia el desarrollo de México bajo un enfoque economicista donde crecimiento y
productividad eran conceptos fundamentales en la definicion de politicas publicas en relacion
a la agricultura y la alimentacion de la poblacion (Lépez y Gallardo, 2015; FAO, 2016).

El efecto principal de estas politicas agricolas resulté en el empobrecimiento de los pequefios
productores, quienes en aras de seguir con su actividad econdmica sustituyeron la mayoria de
sus especies tradicionales por aquellas requeridas por el mercado, cuyo fin no era
precisamente satisfacer la demanda de alimentos con base en los requerimientos nutricionales
y culinarios de la poblacion local (Marquez-Sanchez, 2009; Moreno-Saenz et al., 2016; FAO,
2016). Ante este hecho, los perdedores han sido tanto los pequefios productores agricolas
como los consumidores en el nivel local, al tener menos opciones de alimentos frescos y
baratos, ya que la brecha espacio-temporal entre quien produce los alimentos y quien los
consume se ha hecho mas grande (Sacco et al., 2019).

De este modo, es necesario revalorar la produccion local de alimentos que aun persisten en
contextos regionales/locales en la mayor parte de Africa, Asia y América Latina, que es base
para el funcionamiento de canales cortos de comercializacion, de caracter informal y flexibles
gue conectan a los productores pobres con los consumidores pobres (Hernandez y Villasefior,
2014; CEPAL/PMA, 2017). Lo anterior resulta fundamental en México donde, en 2016, el 20%
del total de la poblacion vivia con carencia alimentaria, particularmente, indigenas,
discapacitados, ancianos y menores de edad (FAO, 2016). En consecuencia, el presente
trabajo de investigacion caracteriza el sistema agroalimentario localizado que aun persiste en

tres municipios de la Huasteca Hidalguense.




Materiales y Métodos

Area de estudio

La presente investigacion se realiz6 en 30 localidades y dos colonias pertenecientes a los

municipios de Huejutla, Atlapexco y San Felipe Orizatlan, Hidalgo, México en la Huasteca

Hidalguense (Bonilla y Gomez, 2013). Esta area de estudio es catalogada de media y alta

marginacion (CONEVAL, 2018), con mas del 76% de poblacion perteneciente al pueblo

originario, donde la pobreza alimentaria afecta al 55.5% de la poblacion (INEGI, 2010) y es

catalogada como de media a alta vulnerabilidad ante los efectos del cambio climatico. En la

Ultima década, esto se expresa en cambios en los patrones de precipitacion y temperatura,

principales variables agroclimaticas que estarian afectando la produccion agricola en los

altimos cinco afnos.

Herramientas metodoldgicas

Se realizd una encuesta consistente en la aplicacién de 136 cuestionarios a 68 productores y
68 consumidores provenientes de 32 localidades pertenecientes a los municipios de Atlapexco,
Huejutla y San Felipe Orizatlan, Hidalgo. El tamafio de la muestra se determiné usando como
marco muestral el nimero de productores dedicados al sector primario y el nUmero total de
habitantes en los tres municipios que conforman el area de estudio (INEGI, 2010). El muestreo
fue no probabilistico por cuotas (Pimienta, 2000). En el andlisis estadistico descriptivo se utilizd
el paquete estadistico Statistics V25. Asimismo, se realizé una revision documental en motores
de busqueda y plataformas digitales gubernamentales, la informacion recabada en campo fue

sistematizada y procesada a través de un analisis tematico (Massey, 2011).

Resultados y Discusion

En los ultimos cincos afos, en el area de estudio ha existido la presencia de sequia durante la
mayor parte del afio. Estas sequias han sido catalogadas como: DO (Anormalmente seco), D1
(Sequia moderada), D3 (Sequia extrema) y D4 (Sequia excepcional). El periodo de sequia
paso de ocurrir en un par de meses a casi todo el afio tal como sucedié en 2019. Cuando esta

sequia se presenta por mas de seis meses al afio, ademas de afectar la actividad agricola y




ganadera de la region, se impacta el sistema hidrolégico y la ecologia del lugar (Figuras 2, 3y
4).
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Figura 2. Meses con presencia de sequia en el municipio de Atlapexco, Hidalgo, durante 2003-
2019.
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Figura 3. Meses con presencia de sequia en el municipio de Huejutla, Hidalgo., durante 2003-
2019.
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Figura 4. Meses con presencia de sequia en el municipio de San Felipe Orizatlan, Hidalgo.,
durante 2003-2019.

Los efectos de estos afios de sequia han afectado particularmente la produccion del frijol, un
cultivo C3 que requiere mayores condiciones de humedad que el maiz y que, debido a

temperaturas mas altas estd mas expuesto a la presencia de enfermedades (Figura 5).
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Figura 5. Comportamiento decreciente del numero de hectareas sembradas, cosechadas y
toneladas de frijol obtenidas en los ultimos cinco afios en Huejutla, Hidalgo.

Los datos obtenidos sefialan que un 33% de los entrevistados produce alimentos para
satisfacer su autoabasto, 19% de los productores lleva toda su produccion a los mercados
locales, mientras que 48% de los participantes consume y comercializa su cosecha. Esta
variable en relacion a grupos de edad ofrece una perspectiva particular donde se aprecia que
independientemente de los fines antes mencionados, son los mas viejos quienes estan al

frente de la produccion local (Figura 6).
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Figura 6. Participacion de los productores del area de estudio en la produccion/suministro de
alimentos considerando su edad como variable de diferenciacién. Fuente: Elaboracién propia
con datos de campo.

El 45% de los productos vendidos provienen de la milpa, 18% del patio familiar y el resto de
ambos. El 80% de los participantes indicaron que sus productos se caracterizan por ser recién
cortados y producidos sin el uso de agroquimicos, particularmente los provenientes del patio
familiar. EI 80% de los productores menciona que utilizan minimo 60 minutos para desplazarse
de sus localidades hasta los mercados municipales.

La produccion de alimentos identificada en el area de estudio durante el periodo enero-abril de
2018, consistié en 37% frutas, 33% verduras, 6% granos, 6% hierbas de olor y 2% tubérculos.
Los participantes manifestaron que algunas de estas especies son consumidas Unicamente
por la familia y particularmente por los integrantes de mayor edad, por ejemplo, las semillas de
Leucaena leucocephala o el fruto de Carica papaya silvestre, especies alimenticias poco
consumidas o en desuso, que ya no forman parte de patron de cultivo-recoleccion de las
familias, tampoco del patron culinario y mucho menos de las cadenas de suministro (Chavez,
2018; CONABIO, 2020).

Otras especies aun se comercializan en los mercados municipales, aunque su demanda es
minima, porque las personas mas jovenes han dejado de consumirlas, como Annona
squamosa, Allium neapolitanum y Sabal mexicana. Asimismo, los productores mencionan que
existen especies como Spondias mombin y Ustilago maydis que, aunque su fruto y sus setas,

respectivamente son preferidos por la poblacién, su venta sigue siendo basicamente local

debido a son altamente perecederos y eso limita su venta en fresco en otras regiones
(CONAFOR, 2020).




El 25% de los consumidores indicaron que su consumo se basa en la adquisicion de frutos,
hortalizas y granos a personas que venden de casa en casa, mientras que el 75% dijo que
realiza la compra de estos productos en puestos improvisados ubicados en las areas aledafias
a los mercados municipales de Atlapexco, Huejutla y San Felipe Orizatlan. El 47% de los
consumidores dijo que realiza la compra de estos alimentos debido a su menor costo, el 35%
por su sabor, 2% por costumbre, 5% porque estos productos son saludables y el 11%
menciono que lo hace por la calidad de los productos por la forma en que son cultivados. Es
necesario sefalar que los consumidores entrevistados al hacer la valoracion de los alimentos
generados por la produccion local, unicamente el 5% los sefiala como alimentos saludables.
Con base en lo anterior, es necesario fortalecer el sistema agroalimentario en la Huasteca
Hidalguense, ya que esto permitira reequilibrar las relaciones de poder entre produccién y
consumo, lo cual contribuye al fortalecimiento y dinamizacion de la economia local (Lacroix et
al., 2013). Para que produccién local se fortalezca es necesario el apoyo y la participacion
comprometida de las autoridades de los diferentes niveles de gobierno con presencia
institucional en la region (Rodriguez y Riveros, 2016).

La produccién de maiz y frijol se reducira en México derivado de los impactos del cambio
climatico, esto esta asociado con la presencia de sequias de mayor intensidad como las que
estan sucediendo en el area de estudio. Los hallazgos de esta investigacion indican que uno
de los cultivos mas afectados por las condiciones de sequia en la Huasteca Hidalguense desde
hace cinco afios es el frijol (SIAP, 2020), un cultivo mas sensible a la reduccién de la
precipitacion y el aumento de la temperatura, las dos principales variables agroclimaticas
fundamentales para la agricultura.

Esto importante mencionar que los afectados en medida mayor en el corto y mediano plazo
seguiran siendo los mas pobres, los pequefios productores, quienes realizan su actividad
agricola en areas productivas marginales como tierras de temporal, laderas, suelos delgados
y proclives a la erosion (Altieri y Nicholls, 2009). Si en la Huasteca Hidalguense al igual que en
otras regiones del pais no se realizan estrategias de adaptacion (Medina-Garcia et al., 2016;
Morales, 2016), existird una profundizacion de la pobreza, el hambre y con ello, flujos de
migracion hacia los centros urbanos, donde la pobreza rural pasara a aumentar la pobreza
urbana ya existente (Morales, 2016). La disminucion en el abasto de alimentos en la region,

no solo afectara a quienes los producen, sino también a aquellos que los consumen. Es asi




como, la pobreza alimentaria se ahondara entre los jornaleros sin tierra, los artesanos y los
trabajadores que ganan menos de un salario minimo (Maduefio, 2000). Datos nacionales
indican que el 31% de la poblacion rural y 13% de la poblacién urbana no cuentan con los
ingresos suficientes para adquirir la canasta basica alimentaria, sufriendo con ello pobreza
alimentaria (CONEVAL, 2018).

Ante este contexto es necesario revalorar la importancia de la diversidad genética de
variedades locales como estrategia para reducir la variabilidad en rendimientos, lo que actla
como un seguro para sostener la produccion y enfrentar el cambio ambiental y climatico, asi
como para satisfacer sus necesidades socioculturales y econdmicas. Es decir, los pequefios
productores obtienen de esta riqgueza genética multiples usos nutricionales y a la vez explotan
los diversos ambientes de produccion con base en el conocimiento empirico de las diferentes
caracteristicas como: calidad del suelo, altitud, pendiente, disponibilidad de humedad, etc.
(Altieri y Nicholls, 2019).

La produccion agricola en el area de estudio, particularmente la llevada a cabo por los
productores indigenas de la Huasteca Hidalguense se caracteriza por practicas de manejo en
los agroecosistemas que son una herencia de conocimientos de caracter ecoldgico y valores
ambientales compatibles con enfoques de sustentabilidad (Torres-Salcido et al., 2015). Sin
embargo, practicas como el policultivo en la milpa, el escarde, el reciclaje de materia organica
esta en crisis por la predominancia de los monocultivos. De alli, que es necesario pensar en el
fortalecimiento de dichos agroecosistemas, ya que son la base que sustenta la produccion de
alimentos que forman parte del sistema agroalimentario localizado (Altieri y Nicholls, 2019).
Es necesario proponer un manejo de los agroecosistemas que no soOlo favorezca la
conservacion de suelos, sino también, la conservacion de recursos, la diversificacion genética
y de especies y las interacciones bioldgicas beneficiosas (Donovan, 2018). Detras de estas
acciones, es indispensable el fortalecimiento de los vinculos entre productores y
consumidores, del incremento en la capacidad organizativa de los primeros y su
empoderamiento para exigir estrategias de adaptacion.

Asi, la produccion local debe erigirse en la base de la seguridad alimentaria en los contextos
locales/regionales (Sanz, 2014), proceso en el que juegan un rol fundamental las cadenas
cortas, que facilitan que el consumidor esté mas cerca del productor y conozca el origen de lo

gue esta consumiendo, es decir, el reconocimiento social entre productores y consumidores




(Hernandez y Villasefior 2014; Altieri y Nicholls, 2019). Este hecho ayuda a visibilizar y valorar
el trabajo del jefe/jefa de familia y de cada uno de los miembros que participan, particularmente,
las mujeres en la produccién y comercializacién de alimentos.

Asi, en el mejoramiento de los agroecosistemas de la regidén, deben considerarse acciones
gue conduzcan a la conservacion y recuperacion de semillas nativas, la promocion de practicas
de manejo sostenibles en el manejo del suelo y control y prevencién de plagas y enfermedades,
acciones a las cuales subyazca un enfoque de equidad de género. En cuanto a los
consumidores, éstos deberan asumir la importancia de un consumo alimentario sano y
respetuoso con el medio ambiente, la recuperacion de una producciéon y habitos de consumo
congruentes con la sostenibilidad (Gliessman et al., 2007; Hernandez y Villasefior, 2014). En
otras palabras, el sistema agroalimentario localizado ademas de producir alimentos, debera
reproducir comunidad.

Rosset y Martinez (2014) argumentan que la Unica solucion duradera para reducir la pobreza
es a través del desarrollo econdémico local creando canales locales de produccién y consumo,
donde las familias de pequefios productores vendan sus productos y compren lo indispensable
en mercados de proximidad. Con ello se reducen considerablemente las necesidades de
transporte de los productos y se fomenta la diversificacion productiva, de forma que las
necesidades alimentarias son cubiertas prioritariamente por la agricultura local (Altieri y
Nicholls, 2019).

Actualmente, estas ideas también son promovidas por organismos como FAO, PNUMA y OMS,
los cuales dentro de su agenda politica se han propuesto priorizar la produccion y el consumo
sostenible de conformidad con los Objetivos de Desarrollo Sostenible, particularmente con las
politicas relacionados con la “Produccion y consumo responsables, Ciudades y comunidades
sostenibles, Buena salud y bienestar”, que estan dirigidas principalmente al fomento de la
produccion y consumo de alimentos integrales y minimamente procesados (ONU, 2015).

Por ultimo, uno de los argumentos mas recurrente es que en los sistemas agroalimentarios
localizados, promueve no soélo la seguridad, sino también la soberania alimentaria (Donovan,
2018) ya que incorpora especies que ni siquiera llegan al mercado y forman parte del sistema
agroalimentario como parte de la recoleccion, pero que deben valorarse para recupera la
necesidad de estos como alimentos saludables. Es importante que los productores y los

consumidores de alimentos cuestionen la logica mercantil del sistema agroalimentario

10



predominante que excluye a los productores y uniformiza los patrones de consumo. Cualquier
accion por parte de los tomadores de decisiones debera considerar que la pobreza, la falta de
acceso a los alimentos de la mayor parte de la poblacion, son elementos esenciales en su
disefo. Estas acciones deberan considerar las relaciones politicas y sociales que suceden en
los municipios, las cuales a veces son dificiles y muchas veces contradictorias tal como sucede
en el area de estudio (Maduefio, 2000).

Es importante estar conscientes de que la calidad ha sido definida en funcién de las
caracteristicas intrinsecas de los alimentos como sabor, frescura, textura e higiene y conforme
a las especificaciones que cada actor participante en las diferentes etapas de produccion y
distribucién confiere a los productos alimenticios. Es importante que este enfoque sea
complementado con otros aspectos atributos relacionados a la salud, seguridad y cuidado del
medio ambiente (Altieri y Nicholls, 2019), propuesta que favorece las funciones de la
produccién que fortalece la produccién familiar e intercambio a través de redes sociales de
proximidad (Hewitt, 1992).

Se requiere pensar que ademas de las areas productivas en el area de estudio se han
reducido, los productores estan realizando su actividad agricola en condiciones de mayor
incertidumbre debido a las condiciones agroclimaticas en los ultimos afios (Maduefio, 2000).
No menos importante es la consideracion de que los pequefios productores estan
envejeciendo y que no existe un relevo generacional, que sea capaz de producir alimentos en
los proximos afios; esto es, deberia ser preocupante cuando el promedio de edad de los
productores entrevistados es mayor casi una década en relacion al promedio nacional que es
de 60 afos (Vazquez-Palacios, 2013).

El fortalecimiento del sistema agroalimentario localizado requiere también de la existencia y/o
mantenimiento de vias de comunicacién que comunican a los mercados de proximidad. Un
factor que coadyuva a que los productores en el area de estudio estén regularmente sujetos a
la presencia de los intermediarios que recorren las comunidades y los predios por carreteras
de terraceria imponiendo precios excesivamente bajos a los productos y que los pequefios
productores no tienen mas remedio que aceptar (Maduefio, 2000).

Finalmente, es fundamental que se promueva un conocimiento y educacién mejor de los
consumidores sobre la importancia de comer productos locales, y su beneficio en la nutricion,

la biodiversidad, el agua, la cultura y el desarrollo econémico y comunitario. Por ultimo, el




fortalecimiento del sistema agroalimentario en la Huasteca Hidalguense requiere comprender
las formas de produccion y comercializaciéon, el manejo y la conservacion de la
agrobiodiversidad cultivada y asociada, formas a las cuales subyace una cosmovision
particular que caracteriza al pueblo originario nahuatl cuyos hablantes son una poblacion

predominante en esta region.

Conclusiones

La recuperacion y el fortalecimiento del sistema agroalimentario como el que todavia persiste
en la Huasteca Hidalguense, permitir4 la continuacion del modo de vida de los productores, su
identidad cultural, la conservacion de su agrobiodiversidad cultivada y asociada. La existencia
de este sistema es un medio valioso para fortalecer las relaciones rural-urbano, permitiendo
identificar causas y soluciones a la pobreza y la malnutricion entre productores y consumidores
de la region. Asimismo, éste puede ser un medio en la busqueda de la sostenibilidad rural y el
cuidado de bienes comunes fundamentales para la vida como el agua, el suelo y el clima.
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VARIEDADES DE FRIJOL ECO-PRODUCTIVAS, PARA MITIGAR EFECTOS
DEL CAMBIO CLIMATICO EN EL GOLFO DE MEXICO

Francisco Javier Ugalde Acosta', Gabriel Diaz Padillal, Rafael Guajardo Panes?, Sabel Barrén Frayre?,
Arturo Guiris Guzmans3, Simén Alvarado Mendoza?, Flavio Aragén Cuevas®, Ramén Garza Garcia®,
Carmen A. Hernandez Estrada', Agatha Teresa Rosado Calderon’, Roberto Canales Cruz’,

Ernesto Diaz L6pez®8, Humberto Rafael Bravo Delgado®, Isidro Lopez Sanchez®, Arturo Olivar Hernandez8,
Simén Leyva Velal y Luis Nieto Castillo*

Resumen

El frijol, es clave en la seguridad alimentaria de la region Golfo de México. La produccién de
300 a 650 kg ha' se atribuye a la variacién ambiental generada por la altitud, lo que genera
que factores bioticos y abioticos influyan en su productividad y riesgo alimenticio. Esta region
es vulnerable ante el cambio climatico, por lo que, es necesario establecer estrategias para
mitigar sus efectos en la productividad del frijol. EI INIFAP, ha generado variedades mejoradas
gue han mostrado adaptacion a condiciones ambientales diversas. Desde el 2019 al 2022, en
regiones con régimen de humedad residual y temporal, se establecieron once médulos para
validar 14 genotipos mejorados de la clase comercial negro opaco, en tres estratos de altitud:
a) baja, de 0-650 m, b) intermedia, de 651 -1,500 m y c) alta, >1,500 m distribuidos en los
estados de Puebla, Veracruz, Oaxaca, Tabasco y Campeche. El rendimiento de las variedades
de frijol registrado en diferentes altitudes mostr6 que, en la zona baja, con 38 registros
productivos, se obtuvo un promedio de 1,607 kg ha! en el ciclo de invierno-primavera, de
humedad residual. En el ciclo otofio-invierno, con humedad residual, en la zona intermedia,
fue en promedio de 1,406 kg ha! resultado de 190 registros productivos. En el ciclo primavera-
verano, de temporal, en la zona alta, fue de 1,728 kg ha' con 76 registros productivos. Los

anteriores rendimientos fueron superiores al promedio regional y sobresalieron a cualquier
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condicién de altitud y ciclo. Estos resultados demuestran que la respuesta productiva de las
distintas variedades presenta adaptabilidad a las diferentes altitudes, lo que abre la posibilidad
de contar con alternativas ecoproductivas y como una alternativa de resiliencia antes los

efectos del cambio climatico a la productividad de frijol.

Palabras clave: adaptacion agroclimatica, factores abiéticos, sequia, altitud

Introduccién

El cultivo de frijol es fundamental en la seguridad alimentaria de la region Golfo de México, se
siembra a lo largo de 980 km, que comprende los estados de Puebla, Veracruz, Oaxaca,
Tabasco y Campeche, con una productividad variable desde 300 a 650 kg ha* (SIAP, 2020).
En la referida region, existe variacion ambiental generada por la altitud, desde el nivel del mar
hasta los 2,300 m, esto genera que, factores bidticos y abidticos puedan influir en su
productividad y riesgo alimenticio. Es también, una region vulnerable ante el cambio climético,
por lo que, es necesario establecer estrategias para mitigar sus efectos. El INIFAP, ha
generado variedades mejoradas que han mostrado adaptacion, alta productividad, tolerancia
y/o resistencia a enfermedades y a otros factores abioticos como sequia y baja fertilidad de los
suelos. Estas caracteristicas las convierte en opciones recomendadas para condiciones
ambientales especificas del pais (L6pez et al., 2010; Sanchez et al., 2013); sin embargo, se
desconoce su adaptacion en sitios variables que van del clima tropical, de transicién climatica
y templado (Ugalde et al., 2014). Proyecciones realizadas muestran que con el cambio
climatico incrementard la susceptibilidad a las sequias, teniendo mayor impacto en las zonas
agricolas (Sanchez et al., 2011). Guajardo (2015), resalta en su estudio que, las zonas con
potencial productivo de frijol no se podrian ver afectadas drasticamente en zonas agricolas del
estado de Veracruz ya que, en la mayoria de éstas, las condiciones climéticas para su
produccién practicamente no cambiarian bajo diferentes escenarios de cambio climatico, sin
embargo, puede verse mas afectado por la presencia de enfermedades ocasionadas por el
exceso de humedad que incide en el ciclo primavera-verano (P-V). De ahi la importancia de

evaluar y validar las variedades a diferentes condiciones agroecoldgicas que identifiquen su




amplia adaptacion o plasticidad genética (Ugalde et al., 2010; 2012). Por lo anterior, el objetivo
fue identificar la(s) variedad(es) de frijol que presenten adaptabilidad a las diferentes
condiciones agroambientales en la region Golfo de México, que sean base para generar

recomendaciones como medidas de mitigacion y resiliencia.

Materiales y Métodos

Se establecieron durante los ciclos, otofio-invierno (O-I) 2019/20, invierno-primavera (I-P)
2020, P-V 2020, Ol 2020/21, PV 21-21, Ol 2021/22 e 1-P 2022, once modulos para validar 14
genotipos mejorados de la clase comercial negro opaco mesoamericano, incluido dos testigos
regionales (uno nacional y otro extranjero), en los regimenes de humedad residual y temporal
(Figura 1). Cada mdédulo ocupo una superficie de 2,500 m? con una poblacién de 250 mil
plantas por hectarea, no se fertilizé, ni se emplearon fungicidas y el control de plagas fue con
insecticidas. Para observar la plasticidad genética de las variedades se clasificaron tres
extractos de altitud a) baja, de 0-650 m, b) intermediam de 651-1,500 m y c) alta, >1,500 m. Al
final de cada ciclo se cosech¢ la totalidad del area sembrada de cada variedad, se pesé con
14% de humedad de grano y se estimé el rendimiento en kilogramos por hectarea. Para el
analisis de la informacion se integré una base de datos en Excel la cual fue exportada al
programa de distribucion gratuita R-cran para el posterior analisis de la informacion que incluyo
variedad, fecha de siembra, municipio, localidad, altitud sobre el nivel del mar, régimen de
humedad, tipo de suelo, condicion de humedad durante el ciclo y rendimiento. Para observar

la correlacion entre variedades, ciclos y altitudes, se aplicé el Analisis de Varianza para

rendimiento de frijol en kg ha! establecido en diferentes ciclos de siembra.
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Figura 1. Ubicaciéon geografica de los establecimientos de ensayo de frijol en diferentes estados
de México.

Resultados y Discusion

En la Figura 2, se observa que el promedio de rendimiento obtenido varia entre 1,438 y 1,588
kg hal. Se observa que para la zona altitudinal baja se realizé la mayor implementacién de

variedades de frijol en donde se obtuvieron rendimientos entre los 1,296 correspondientes a la

variedad N. Medellin y los 2,068 kg ha! que corresponden a la variedad N. Primavera A-28.
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Figura 2. Variacion de rendimientos de variedades de frijol por zona altitudinal.

El comportamiento productivo de las variedades mejoradas de frijol fue superior al promedio
regional y sobresalieron a cualquier condicion de altitud y ciclo (Figura 2). La informacion
generada de los modulos de validacion permitid6 explorar y contribuir al conocimiento
tecnoldgico, identificando el nicho ecolégico para el dominio de recomendacion de cada
variedad considerando factores abioticos. En la Cuadro 1, se observan las estadisticas
descriptivas de los rendimientos de las diferentes variedades de frijol por ciclo y zona
altitudinal, en el que observan los altos rendimientos registrados en la variedad N. INIFAP en
el ciclo Ol en la zona altitudinal baja con 1,631 kg ha?, seguido del N. Papaloapan y N. 8025,
con 1,623y 1,619 kg hat, respectivamente.

Con respecto al rendimiento de las variedades de frijol registrado en diferentes altitudes, de

acuerdo a los afos de prueba se observa que los rendimientos en la zona baja con 38 registros

productivos, fueron en promedio de 1,607 kg ha* en el ciclo de I-P, de humedad residual.




Cuadro 1. Comportamiento del rendimiento del frijol en kg ha® de diferentes variedades de frijol
al establecerlas en diferentes ciclos de siembray zonas altitudinales.

Zona altitudinal Zona altitudinal
Variedad / Cicle Estadistica Alta Intermedia Baja Variedad / Ciclo Estadistica Alta Intermedia Baja
. Mayor a1500 msnm__ 651 - 1500 msnm 0- 650 msnm . Mayor a 1500 msnm__ 651 - 1500 msnm 0-650 msnm
il PV P-V 3 o1 PV P-V 1P ol
N. 8025 Promedio 13976 ¥70.0 17363 16195 N.MEDELLIN Promedio 12813 mnes.0 12963 14202
Desv.5td 542.8 9.0 4864 4366 Desv.5td. -- -- 588.4 5993
n n 2 3 12 n 1 1 3 o
v 388 102 280 282 cV 438 422
Int.Conf. al95% 1033 -1762.3 80.6-1859.4 5281-2944.5 1329.4-1209.6 Int.Conf. al 95% -- -- = 9915-1848.8
N ALBICAMPC Promedio 24688 12900 17765 13536 N.MICHIGAN Promedio 18125 18310 1483.0 12539
Desv.5td -- - 787.0 7238 Desv.Std. -- -- 6418 4481
n 1 1 2 o n 1 1 3 n
cv - - 443 535 cv 433 357
Int.Conf. al 95% - - = 8358-1871.4 Int.Conf. al 95% - 1.3 - 3077.3 9529 -1555
N. COMAPA Promedio 16595 17823 17760 15738 N. PAPALOAPAN Promedio 10938 1629.0 16232
Desv.5td 160.0 2139 10s0.8 4839 Desv.Std. - - 7785
n 7 6 2 6 n 1 1 7
cv o4 2o 592 295 cv 480
Int.Conf. al 95% 16173 -17818 1557.9 - 2006.8 = 1087 - 2060.6 Int.Conf al 95% - - - 9032-23432
N. COTAXTLA 91 Promedio 3438 27470 1850.0 13848 N. PRIMAVERA A-28 Promedio 23125 1373.0 2068.0 12168
Desv.Std - - 7693 667.6 Desv.Std. - - 8358 T96.0
n 1 1 2 7 n 1 1 2 20
cv 416 482 cv - 404 854
Int.Conf. al 95% - - h 767.4-2002.3 Int.Conf. al 95% - - B844.3-1389.4
N. HUASTECO 81 Promedio 24063 1873.0 1602.5 1339.4 N.TACANA Promedio 31250 - 14339
Desv.S5td - - 778.5 6714 Desv.Std. - 2567
n 1 1 2 8 n 1 (3
v 486 501 cV 667
Int.Conf. al 95% -- - h 778.1-1900.7 Int.Conf. al 95% -- -- -- 429924379
N. INIFAP Promedio 7813 1373.0 1595.5 1631.5 N.TROPICAL Promedio 2250.0 13320 1556.5 1563.2
Desv.5td -- - 3489 856.9 Desv.5td. -- -- m2 435.4
n 1 1 4 o n 1 1 & 13
v - 219 403 cV 457 279
Int.Canf. al 95% -- 10403 - 21507 T616 - 21014 Int.Conf. al 95% -- 424.9-26881 13311-17952
N JAMARA cot Promedio 15938 1581.0 1510.0 342 N.VERACRUZ Promedio 1875.0 17767 14363 14247
Desv.Std - - 4303 7601 Desv.Std. - 9136 5937 5773
n 1 1 4 9 n 1 3 3 14
cv - 285 578 cv 514 413 405
Int.Conf. al 95% 8253 - 21947 7299-1898 4 Int.Conf. al 95% * 1091.4-1758

I-P=Invierno-Primavera (enero-marzo); O-1=0tofio-Invierno (septiembre-diciembre) y P-V=Primavera Verano
(junio-octubre). Baja (0 — 650 msnm); Intermedia (650 — 1500 msnm) y Alta (Mayor a 1500 msnm).

En el ciclo de O-l, de humedad residual, en la zona intermedia, fue en promedio de 1,406 kg
ha resultado de 190 registros productivos. En el ciclo P-V, de temporal, en la zona alta, fue
de 1,728 kg ha con 76 registros productivos. Estos resultados demuestran que la respuesta
productiva de las distintas variedades presenta adaptabilidad a las diferentes altitudes, lo que
abre la posibilidad de contar con alternativas ecoproductivas.

Se realiz6 un andlisis de varianza para verificar si existen diferencias significativas de
rendimientos entre variedades (17), zonas altitudinales (3) y ciclos (3) en los que se implement6
el cultivo. Considerando la informacion de la Cuadro 1, se considerd no incluir en el ANOVA,
aquellas variedades que registraran menos de dos ensayos, con el fin de obtener la mayor
representatividad del analisis.

En el Cuadro 2, se puede observar el resultado del ANOVA, en el cual se prueba la Ho del

efecto en los rendimientos de las distintas variedades de frijol en los diferentes gradientes

altitudinales y ciclos de cultivo.




Cuadro 2. Resultados del andlisis de varianza para comprobar diferencias de rendimientos de
frijol en sus diferentes variedades, altitudes y ciclos de establecimiento.

del\:/:?ir;t:ﬁc’)n Sk cﬁg(rjnrzgc?s Cl::g(;ﬁ;jo veler 1= Yeler
Modelo 35 10213177.21 291805.06 0.80 0.7795
Variedad 13 3493436.65 268725.89 0.74 0.7249
Altitud 2 796074.24 398037.12 1.09 0.3378
Ciclo 2 1697112.98 848556.49 2.33 0.1004
Variedad * Altitud 4 1520609.67 380152.42 1.04 0.3865
Variedad * Ciclo 14 2705943.66 193281.69 0.53 0.9132
Error 184 67080601.21 364568.48
Total 219 77293778.43

En el Cuadro 2, se observa que no hay diferencias significativas entre los rendimientos de frijol
entre variedades, altitudes y ciclos ya que los valores de p en cada fuente de variacién son
mayores a 0.01.

En la Figura 3, se puede observar el patron de variacion de rendimientos de las distintas
variedades de frijol en las diferentes zonas altitudinales. Sobresalen las variedades de Negro
8025, Negro Comapa, Negro INIFAP y Negro Papaloapan en la zona que comprende la cota
altitudinal que va de los 0 a 650 m y estos mismos sobresalen en su implementacion en el ciclo
O-l. Resalta que para el ciclo I-P, las variedades que registraron mayor rendimiento son las
variedades N 8025, N Albicampo, N Comapa, y N Cotaxtla A91, asi como el N Primavera,

guedando éste por encima de los ya mencionados.
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Figura 3. Patrén de variacion de rendimientos de las diferentes variedades de frijol por ciclo y
zona altitudinal.

Conclusiones

El grupo de variedades de frijol presentaron plasticidad agroclimatica para ser sembradas en
la regién Golfo Centro de México, por su buen comportamiento productivo superior al

rendimiento regional.
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DETERMINACION DEL CONSUMO HIDRICO DE JITOMATE (Solanum
lycopersicum L.) A PARTIR DE Kc DE CULTIVO
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J. Victor Prado Hernandez® y Julio Torres Sandoval*

Resumen

En esta investigacion se determiné los Kc del cultivo de jitomate por etapas fenoldgicas, para
un cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum L.) hidropdnico en invernadero y se calcul6 a
partir de esta informacion el requerimiento de agua para este cultivo durante los dias de
duracion de cada etapa de desarrollo. Se estableci6 un ensayo experimental en las
instalaciones de la Universidad Autonoma Chapingo. Se cultivdé jitomate (Solanum
lycopersicum L.), de crecimiento indeterminado, cultivar “CID F1”, en el ciclo de primavera-
verano. El sistema de produccion fue un sistema hidropoénico, en el que se emple6 como
sustrato tezontle (roca volcanica), en bolsas con volumen de 10 litros de capacidad (35 x 35
cm) a una densidad de 3.5 plantas/m. Se aplicé la solucién universal de Steiner como solucién
nutritiva, Se midié la evapotranspiracion real (ETc) del cultivo mediante un lisimetro de pesada
con una balanza Sartorius modelo QA de capacidad maxima de 120 kg y precision de 5 g. y
la evapotranspiracion de referencia (ETo) se determiné con el modelo de Baille, para ello se
necesitd de las mediciones de las variables climaticas tales como la temperatura del aire,
humedad relativa y radiacion dolar global. Se encontré que la estimacion del consumo hidrico
aplicando el concepto de Kc, es un método bastante preciso, siempre y cuando el modelo para
el calculo de la ETo y el método para medir la ETc sean los mas precisos posibles. Y que el

mayor consumo se dio en la etapa de plena produccién de 1.070 L/pl/d(Kc = 1.053).

Palabras clave: uso consuntivo, evapotranspiracion de referencia, coeficiente de cultivo,

transpiracion potencial
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Introduccién

El desequilibrio actual entre la oferta y la demanda de agua en la agricultura ha impulsado la
basqueda de nuevos equilibrios mediante la adopcion modernas tecnoldgicas y herramientas
de gestion para optimizar el uso del agua en el riego (Pereira et al., 2009; Pereira, 2017;
Jovanovic et al., 2020). Reducir la vulnerabilidad de la agricultura al cambio climatico y los
riesgos asociados a la seguridad alimentaria requiere de un manejo del agua integral y
sustentable. Incluyendo la adaptabilidad de los sistemas de cultivos y practicas de manejo
adoptando un uso eficiente del agua de precipitacion y de riego. La necesidad de tales
practicas del manejo sustentable del agua es particularmente critico considerando el
incremento de la poblacion mundial y la limitada disponibilidad de este recurso natural, en
especial en areas agricolas vulnerables con escases de agua de gran importancia (Smith,
2000; Pereira, 2017).

El tomate es la principal hortaliza cultivada tanto a cielo abierto como en invernadero en todo
el mundo. Uno de los principales problemas en la produccion de este cultivo en México es la
escasa informacién sobre sus requerimientos de riego, en consecuencia, la calendarizacion
del riego es empirica (Flores et al., 2007). En esta investigacion se determiné el Kc del cultivo
de jitomate por etapas fenoldgicas, para un cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum L.)
hidropdnico en invernadero y se calculé a partir de esta informacion el requerimiento de agua
para este cultivo durante los dias de duracion de cada etapa de desarrollo.

Materiales y Métodos

Datos del cultivo

Se establecié un ensayo experimental en las instalaciones de la Universidad Auténoma
Chapingo en los terrenos de la estacion meteoroldgica del departamento de ingenieria en
irrigacion cuyas coordenadas son: 19° 29' LN, 98° 53' LO y 2240 m. Se cultivd jitomate
(Solanum lycopersicum L.), de crecimiento indeterminado, cultivar “CID F1”, en el ciclo de
primavera-verano. El trasplante se realizé el 24 de abril de 2016, en un invernadero de plastico

con ventilacién natural, con ventilas cenitales y laterales, de dimensiones de 8 m de ancho y




15 m de largo. El sistema de produccién fue un sistema hidropénico, en el que se empleé como
sustrato tezontle (roca volcanica), en bolsas con volumen de 10 L de capacidad (35 x 35 cm)
a una densidad de 3.5 plantas/m, con un arreglo topolégico a marco real.

Manejo del riego y nutricion

En la fase de plantula se regaron con una solucion nutritiva al 50% de la solucién universal de
Steiner (Pineda-Pineda et al., 2009), después de la emergencia se utilizé al 100% de la
solucién. Dandose 12 riegos diarios de manera constante hasta finalizar el ciclo del cultivo,
Unicamente varidndose el tiempo de riego a medida que fue avanzando el crecimiento y
desarrollo del cultivo, iniciando con riegos de un minuto en la primera etapa vegetativa del
cultivo, aumentando a dos minutos al iniciar la etapa reproductiva, tres minutos a inicios de
cosecha y cuatro minutos de riego en plena cosecha, reduciendo el tiempo de riego en un
minuto cada vez que se realiz6 la labor cultural de poda de hojas. Es importante mencionar
gue el procedimiento para ir variando el tiempo de riego se auxilid de un lisimetro de pesada,
conectada a una computadora, ademas de la evaluacion de los valores de drenajes diarios.
Se instalé un sistema de riego por goteo automatizado, con un tinaco de 5 m® de capacidad en
donde se realizé la mezcla de los fertilizantes y los acidos para regular el valor de pH a 6.5.
Las mangueras de riego utilizado fueron de 16 mm con goteros de 8 L/h con adaptadores de
cuatro salidas, cada una de estas salidas con su respectivo tubin y estaca colocados en cada
maceta suministrando un caudal de 2 L/h a cada bolsa. La solucion de Steiner (Pineda-Pineda
et al., 2009) consiste en las siguientes concentraciones: NO3:168, H.PO*:45, K*:292.5,
Ca?*:180, Mg?*:48.6: SO42:224 y concentracion de micronutrimentos (mg/L): Fe?*:2, Mn?*:1,
Zn%*: 0.2, Cu?":0.1. Se empledé un disefio experimental aleatorio en bloques con tres
repeticiones.

Medicion de la transpiracion real del cultivo (ETc)

Para la medicion de la transpiracion se instalé un lisimetro de pesada en el que se utilizé una
balanza electronica (Sanchez et al., 2011). La balanza se instalé en el centro del invernadero
considerado como el area representativa del cultivo, el tipo de balanza utilizado fue Sartorius
modelo QA de capacidad maxima de 120 kg y precision de +5 g. Se disefio un sistema de

soporte para aislar las plantas evaluadas del sistema de tutor en general dentro del

invernadero. El lisimetro se conectd a una computadora de escritorio en el que se almacenaron




los datos cada minuto. La siguiente expresién se aplic6 para obtener los valores de
transpiracion (Ecuacion 1).

_ l Ps(t)-Ps(t+At) i
ETc = At[ S ] *Np (1)

Donde: At = intervalo de tiempo (min); Ps(t + At) y Ps(t) representan las masas (kg) registradas
entre dos intervalos sucesivos de tiempo (t) y S es la superficie equivalente de invernadero
(m?) correspondiente a las plantas situadas sobre la balanza, que sera la relacién entre el
namero de plantas (Np), situadas sobre la balanza y su densidad de plantacion d = 2.6.
Determinacion de la evapotranspiracion de referencia (ETo)

Para calcular la ETo se calibré el modelo matematico de Baille (Baille et al., 1994), el cual es
una simplificacion de la ecuacién de Penman-Monteith (Goudriaan y van Laar, 1994; Monteith
y Unsworth, 2008). Esta ecuacion ha sido aplicada por Baille et al. (1994); Sanchez et al.
(2008); Jolliet and Bailey (1992) para cultivos en invernaderos y se describe como sigue:

ETo = A x (1 — exp(—kLAI X Rg + LAI x VPD x B(g ) (1)

Donde: ETc = tasa de evapotranspiracion del cultivo expresados unidades de g m2h'; Rg=
radiacion solar incidente [W m2]; Da= déficit de presion de vapor [kPa]; IAF= indice de area
foliar [m?/m?]; (A, adimensional; Bd y Bn, [W/m?/kPa]). El pardmetro A se refiere al término
radiativo y B al término aerodinamico (o término advectivo). Por lo tanto, A y B también se les
conocen coeficiente de radiacion y coeficiente aerodindmico, respectivamente.

Para efecto de aplicacion del modelo se instalé una estacidon meteorologica dentro del
invernadero donde se midié la radiacién solar global con un pyranémetro modelo S-LIB-M003
(HOBO, Onset Corporation), este se colocé a 3 m sobre el cultivo. Los datos se almacenaron
cada minuto en un dataloger U-30-NRC (HOBO). Estos valores se integraron a nivel diario
para ser utilizado en el analisis de la transpiracion del cultivo.

Céalculo del Kc del cultivo de jitomate

El Kc de cultivo representa una integracion de los efectos de tres caracteristicas primarias que
distinguen al cultivo de referencia: altura de cultivo (afecta a la rugosidad y la resistencia
aerodinamica), resistencias de cultivo-suelo (relacionado al area foliar, fraccion de cobertura

del cultivo, edad de las hojas, condicion del control del frado de apertura estomatica y la

humedad del suelo) y el albedo de la superficie del cultivo-suelo (influenciado por el la fraccion




de cobertura y la humedad de suelo y el cultivo) , se define este coeficiente como: la relacién
entre la evapotranspiracion potencial (ETc) y la evapotranspiracion de referencia (ETo).
K. = ET./ET, (2)

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestra la variacion temporal del Kc del cultivo de jitomate de crecimiento
indeterminado cv. “CID F1”, desarrollado en un sistema hidroponico.
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Figura 1. Evolucién del Kc del cultivo de jitomate a lo largo del ciclo de cultivo.

En donde se observa que en los primeros 10 DAT que corresponde a la etapa de inicio, se
obtiene un Kc de 0.5 a medida que el cultivo se desarrolla este coeficiente de cultivo también
incrementa esta debido al incremento de la absorcibn de agua dada por el proceso de
transpiracion. A los 20 DDT cuando inicia la etapa vegetativa el valor de Kc incrementa a 0.8,
hasta alcanzar un valor ligeramente superior a 1 el cual coincide con el maximo desarrollo del
cultivo. Después de esa etapa de plena cosecha, por razones relacionadas a la incidencia de
plagas y enfermedades, manejo agrondmico tales como la poda de hojas, despunte, bajado

de plantas, el régimen transpirativo de la planta tiene a disminuir, y con ello también el valor




de su coeficiente de cultivo se ve disminuido. Rodriguez and Pire (2008) encontraron un valor
superior para la etapa inicial (Kc = 0.64), para la etapa de fructificacién un valor de Kc de 1.30
ligeramente arriba del valor encontrado en esta investigacion. No obstante, para la etapa de
fin del cultivo los valores que estos autores encontraron son muy parecidos (Kc = 0.7) para el
cultivo de jitomate.

La importancia de determinar el consumo hidrico de este cultivo por etapas de desarrollo es
gue ayuda de manera significativa en el manejo adecuado y oportuno del riego, con ello se
puede proveer de manera eficiente los volimenes de riego acorde a las necesidades del
jitomate. Para tal efecto se calculé un valor promedio de Kc para cada etapa fenolédgica y con
el calculo de la Evapotranspiraciéon de referencia (ETo) con el modelo de Baille se realizaron
las determinaciones del volumen consumido de agua (Cuadro 1).

Los mayores voliumenes de agua absorbidos por el cultivo corresponden a la etapa de plena
fructificacion, aunque este incremento se inicia a partir de la etapa del cuajado y amarre de los
frutos. Los valores de consumo de agua por etapa coinciden con los que reportan Flores et al.
(2007) para un cultivo de jitomate, quienes para la etapa inicial reportan un consumo de 0.55
L/planta/dia, etapa de desarrollo de 0.92 L/planta/dia, para produccion de 1 L/planta/dia y al
final de cultivo de 0.81 L/planta/dia. Del mismo modo, Candido et al. (2018) valu6 un cultivo de
jitomate hidropdnico y encontré un valor de 0.27 mm/dia para la etapa inicial, y 1.35, 2.94, 3.24
y 2.64 mm/dia, para la etapa vegetativa, amarre o cuajado de frutos, fructificacion, y final de

cultivo, valores parecidos a los encontrados en esta investigacion.

Cuadro 1. Determinacion del consumo hidrico de jitomate por etapa fenologica a partir de Kc del
cultivo.

Duracién NecesidadNecesidad Requerimiento
Etapa fenoldgica dela ETc (mm)ETo (mm) kc deriego deriego de riego diario
etapa (mm/dia) (L/ha/dia) (L/Planta)
Inicio 12 3.20 6.34 0.505 0.27 2669.0 0.076
Vegetativa 20 25.63 31.44 0815 1.28 12817.4 0.366
Cuajado y amarre de frutos 28 77.75 75.22 1.034 2.78 27769.4 0.793
fructificacion 35 131.08 124.49 1.053 3.75 37450.5 1.070

cosecha 25 67.18 58.32 1.152 2.69 26871.4 0.768




Conclusiones

La estimacion del uso consuntivo del cultivo de jitomate cultivado en sistemas intensivos,
resulta preciso al utilizar el concepto de coeficientes de crecimiento del cultivo (Kc), siempre y
cuando el modelo para la prediccién de la evapotranspiracion de referencia se calibre de
manera acertada, y que al mismo tiempo los valores de la evapotranspiracion real del cultivo,
se mida con la ayuda de un lisimetro de pesada, esto con el fin de tener la suficiente confianza
que los Kc estimados son los correctos y que corresponden a las etapas fenolégicas en
evaluacion.

La importancia de conocer la demanda hidrica del cultivo de jitomate ayuda a sincronizar la
demanda de nutrimentos, ya que como se sabe el suministro de los fertilizantes al cultivo se
realiza a través de una solucion nutritiva que se expresa con base a unidades de concentracion
referidos a gramos de cada elemento suministrado por litro de agua que consume el cultivo.
Por otra parte, el conocimiento de la demanda de agua por el cultivo ayuda a la toma de

decisiones en el disefio y manejo de los sistemas de riego.
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TRATAMIENTO PRIMARIO DE AGUAS RESIDUALES A PARTIR DE
COAGULANTES NATURALES EN MARTINEZ DE LA TORRE

Miguel Angel Lopez Ramirez!*

Resumen

El crecimiento poblacional y la generacion respecto a los volumenes de aguas residuales ha
aumentado en los Ultimos afios particularmente en las zonas urbanas, debido a esto se ha
provocado un mal manejo en el tratamiento de estas aguas, sobre todo en los procesos
unitarios a los que son sometidos estan provocando serias alteraciones ambientales por la
generacion de los subproductos obtenidos, siendo la coagulacion/floculacién y sedimentacion
uno de los principales generadores de lodos toxicos, ya que las particulas presentes en el agua
se pasan por el tratamiento primario, el cual es el mas utilizado para la remocién de particulas
contaminantes presentes en aguas con altos niveles de turbiedad, donde tipicamente se
utilizan sales anhidras como son el sulfato de aluminio y el sulfato de hierro, sales que
ocasionan enfermedades cancerigenas y contaminacion ambiental al no ser suministradas de
manera adecuada, ocasionando una acidificacion en el pH del agua tratada lo cual obliga a
ocupar cantidades mayores de basificadores (compuestos quimicos como NaOH en solucién
concentrada) para la estabilizacién de ésta. Derivado de lo anteriormente expuesto, se hace
necesaria la busqueda de tratamientos alternativos que puedan brindar efectos similares o
superiores a los tratamientos quimicos, siendo los coagulantes naturales de origen vegetal una
opcién viable como sustituto. En la presente investigacion se realizaron estudios con respecto
a la eliminacién de turbidez utilizando Moringa oleifera y Aloe vera en agua residual; dichas
pruebas se realizaron con una agitacion de 120 rpm durante 5 min e inmediatamente se redujo
a 60 rpm durante 10 min, utilizando un tiempo de reposo de 1 h. Se analizaron los resultados

y se obtuvieron reducciones de turbidez cercanos al 70% de eficiencia, utilizando una
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concentracion de 300 mg/L de Moringa oleifera y al 60% de Aloe vera, utilizando 600 mg/L;

ambos tratamientos no necesitaron pretratamiento o postratamiento con respecto al pH.

Palabras clave: turbidez, contaminacion ambiental, tratamientos alternativos

Introduccién

Uno de los principales problemas a nivel mundial es la escasez de agua; esto derivado del
crecimiento poblacional desmedido y a la cultura de consumismo excesivo, siendo este Ultimo
el que ocasiona uno de los principales riesgos al ecosistema derivado de la generacion de
aguas residuales en el manejo, control y cambio de activos dentro de la generacion de
productos y servicios, de tal manera que, una disposicion de estos efluentes sin tratamiento en
corrientes superficiales como lagos, rios y océanos, causan contaminacion que afecta tanto a
la vegetacion y la fauna, como a la salud humana; de hecho representan un foco de infeccion
por contener una variedad de sustancias orgénicas e inorganicas, elementos biologicos,
compuestos inorgénicos toxicos y metales pesados (Kumar et al., 2017).

Asimismo, también los cuerpos de agua se contaminan por el manejo inadecuado de
herbicidas, pesticidas, fertilizantes, estiércol de animales, eliminacion inadecuada de la basura,
siendo esta una problematica que ha influido de manera significativa en muchos sectores de
la poblacion (Lara et al., 2017). Ademas, otra de las consecuencias que se encuentran
asociadas a la contaminacién de los recursos hidricos es el vertimiento de aguas servidas a
causa de las actividades del sector primario como la ganaderia, agricultura, la mineria y la
industria textil (Cusiche-Pérez y Miranda-Zambrano, 2019) y también debido a las actividades
urbanas en el desarrollo de la vida humana, modificando las caracteristicas fisicoquimicas de
las aguas residuales generadas (Cuadro 1). No obstante, las aguas pueden ser tratadas
mediante procesos de coagulacién/floculacion y sedimentacion para la remocion de material
suspendido o coloidal. Sin embargo, esto conlleva al aditamento de mas sustancias quimicas
al efluente, para asi lograr la remocion de turbidez, la cual es un indicador de la presencia de

los solidos en el agua (Kakoi et al., 2016), los cuales, a pesar de ser usados para los




tratamientos tipicos, generan mondémeros residuales que son neurotéxicos y carcin6genos
(Ramirez-Arcila y Jaramillo, 2015), ademas de alterar las propiedades fisicoquimicas.

Cuadro 1. Composicion tipica fisicoquimica de aguas residuales.

Contaminante Unidad Valor Promedio
Solidos totales Mg/L 0-700
Solidos suspendidos totales Mg/L 0-210
Demanda quimica de oxigeno Mg/L 0-500
Nitrégeno total Mg/L 0-35
Nitr6geno organico Mg/L 0-13
Nitrégeno amoniacal libre Mg/L 0-22
Nitratos Mg/L 0
Nitritos Mg/L 0
Fosforo total Mg/L 0-7
Fosforo organico Mg/L 0-5
Fosforo inorganico Mg/L 0-5
Coliformes fecales NMP/100 mL 107
Huevos de helmitos Numero de organismos 102

Fuente: Lépez-Ramirez et al. (2021).

Una de las opciones consideradas para poder alcanzar altos niveles de calidad del agua
tratada y desempefio del proceso es el uso de los coagulantes alternativos que han surgido en
las Udltimas décadas en varios paises latinoamericanos; se propuso utilizar coagulantes
naturales extraidos de especies “vegetales o animales nativos” (Jaramillo y Ramirez, 2015),
como alternativa a los coagulantes convencionales utilizados. En investigaciones realizadas
para agua cruda de los rios Kadahokwa y Rwamamba, localizados en el sector Tumba, distrito
de Huye, provincia del sur de Ruanda, reportaron reducciones del 95, 99 y 99.8% para turbidez
de 50, 250 y 450 NTU, respectivamente. También se encontraron reducciones de color por
encima del 90% para las muestras tomadas (Nkurunziza et al., 2009). Resultados similares

fueron hallados para agua cruda de un arroyo turbio, en Malasia, en una planta a escala piloto,

utilizando la Moringa oleifera como coagulante, y se lograron reducciones de turbiedades entre
21y 202 NTU a valores entre 1.9 y 4.3 UNT (Muyibi y Alfugara, 2003).




Es por ello que en esta investigacién se propuso investigar la eficiencia de los coagulantes
naturales Moringa oleifera y Aloe vera, para el tratamiento de las aguas residuales originadas
en Martinez de la Torre, Veracruz en el proceso de coagulacion - floculacién, derivado a que
numerosas investigaciones han reportado muchas ventajas, ya que en contraste con los
coagulantes quimicos, los coagulantes naturales a base de plantas son seguros
(Asrafuzzaman et al., 2011), eco-amigables con el medio ambiente y generalmente libre de

toxicos.

Materiales y Métodos

Ubicacion

La experimentacion se realizé en el Instituto Tecnolégico Superior de Martinez de la Torre
(Figura 1) se encuentra ubicado en las coordenadas 20.0542, -97.0300, en el municipio de
Martinez de la Torre, ubicado entre aproximadamente a 730 m de la carretera a Banderilla 'y
230 m del rio Filobobos, exactamente en el Laboratorio de Ciencias Béasicas.

Figura 1. Instituto Tecnoldgico Superior de Martinez de la Torre.

Experimentacion
Se realiz6 la prueba de jarras por triplicado con el equipo marca Griffin probando distintas
proporciones (30, 60 y 90% m/v) de los coagulantes Moringa oleifera y Aloe vera en un tiempo




de 15 min, distribuidos en 5 min a una velocidad de 120 rpm y el resto a 60 rpm, para el
crecimiento de fléculos en muestras a 1 L.

Después de los resultados obtenidos se procedi6 a realizar la medicion de parametros como
pH y conductividad con un multiparametro marca Conductronic y medicion de turbidez con el
equipo Hatch 2100AN.

Obtencion del coagulante natural

Se obtuvieron las semillas de Moringa oleifera, las cuales se secaron mediante un horno de
secado de conveccion forzada marca OVEN durante 48 h a peso constante, se retir0 la cascara
y posteriormente se tritur6 de manera manual, usando un mortero de porcelana y tamizado a
1 mm.

La extraccion del gel de Aloe Vera se obtuvo separando el gel obtenido de su corteza, para
luego ser cortado en trozos pequefios, con un colador se separo el liquido del solido que se
tenia el Aloe vera, para asi obtener el liquido que actlia como coagulante natural para las
aguas residuales urbanas a analizar, ya que el liquido del Aloe actuara como clarificador.
Para la determinacion de los andlisis estadisticos se aplico la prueba de separacion de medias
de Tukey al 95% de confianza.

Resultados y Discusion

De los muestreos realizados durante los meses de febrero — mayo y las pruebas realizadas,
se obtuvieron los siguientes los resultados de la caracterizacion de las aguas residuales
(Cuadro 2).

pH: valor minimo: 7.8; valor maximo: 7.9; promedio: 7.87

Conductividad (ms/cm): valor minimo: 561; valor maximo: 766; promedio: 661.16

Turbidez (NTU): valor minimo: 5; valor maximo: 14; promedio: 7.80

Solidos disueltos totales (mg/L): valor minimo: 63.30; valor maximo: 134.7; promedio: 100.10

Una vez caracterizadas las aguas residuales, se procedio a la prueba de jarras para realizar
los tratamientos de coagulacion-floculacién con el sulfato de hierro a distintas proporciones

(30, 60 y 90% m/v), de los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:




Cuadro 2. Remocion de Turbidez a partir de coagulantes naturales.

Conductividad Conductividad Remocion

Tratamiento Cont(:;r;tlrl_a)cmn aﬁ,:_e' s desppl-:Jés antes después Turbidez
(mS/cm) (mS/cm) (%)
300 7.6 7.3 642 651 69.23
300 7.6 7.6 642 642 69.61
300 7.6 7.5 648 659 76.68
) 600 7.7 1.7 702 731 28.79
Vorinda 600 7.7 7.3 697 702 58.70
600 7.7 7.1 700 704 31.44
900 7.7 7.1 691 714 -45.80
900 7.7 7.3 693 708 -74.79
900 7.6 7.4 693 714 -73.30
300 7.6 7.6 589 606 39.51
300 7.5 7.5 600 595 40.70
300 7.4 7.4 608 602 53.07
600 7.5 7.3 589 585 55.15
Aloe vera 600 7.4 7.3 587 589 57.10
600 7.5 7.4 582 585 58.02
900 7.3 7.4 589 593 19.88
900 7.3 7.3 597 591 18.24
900 7.3 7.4 595 591 22.36

Una vez que se realizé la experimentacion se procedio a analizar si los datos recabados, con
respecto a la diferencia de turbidez, como valor respuesta (Figura 2).

Una vez que se analizaron los residuos y al observar que se cumplen con las condiciones para
realizar la prueba de Tukey al 95% se obtuvieron los siguientes resultados, los cuales se

muestran en la Figura 3.
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Figura 2. Gréafica de residuos de eficiencia de Aloe vera vs turbidez.
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Figura 3. Prueba de comparacion de medias de Tukey en remocion de turbidez.

Estrada et al. (2014) mencionan que en su investigacion, utilizando aguas residuales

industriales los procesos de coagulacion con coagulantes naturales no varian el pH antes y

después en el proceso, siendo similares a nuestros resultados, pero con aguas residuales por




lo que, este parametro se muestra estable; sin embargo, mencionan que para las sales de
hierro y aluminio ocupadas como tratamiento, es necesario adicionar grandes cantidades de
estabilizadores de pH en el proceso de tratamiento del agua residual, para establecer los
valores permisibles de su normativa.

Con respecto a la reduccion del parametro de la turbidez con la Moringa oleifera, Melo y
Turriago (2012), ocuparon dicha semilla como una alternativa de biorremediacion en la
purificacion de aguas superficiales de su region. Para ello, manejaron dosificaciones de 300
mg/L del coagulante para las muestras de agua tomadas obteniendo resultados del 84.3% de
remocion de turbidez como resultados maximos; en el presente trabajo se realizé a distintas
concentraciones, obteniendo como mejor tratamiento el de la dosis de 300 mg/L, mismo que
el utilizado por Melo y Turriago, debido a la facilidad de disolucion del soluto en el solvente a
temperatura ambiente. Con respecto al uso de Aloe vera, Villabona-Ortiz et al. (2013)

obtuvieron valores similares con respecto a esta investigacion 54 y 72% en turbidez.

Conclusiones

1. Las dosis Optimas de los coagulantes naturales utilizados en la presente investigacion
fueron: Moringa Oleifera 300 mg/L y Aloe vera 600 mg/L; ambos resultados muestran la misma
eficiencia de remocion estadistica. 2. A pesar de que la Moringa Oleifera demostré ser un poco
mas eficiente se observé que cambia ligeramente el pH del agua 0.1 unidades, mientras que
el uso del Aloe vera como coagulante, no perturba este parametro; sin embargo, resulta ser un
poco menos eficaz. 3. Otra comparativa es con respecto a la turbidez; se observa en la adicion
excesiva del coagulante en polvo de Moringa oleifera, causando un aumento en la turbidez en
el agua residual, provocando que dicho coagulante sea ineficiente en la reduccion de éste. Sin
embargo, el uso de Aloe vera en las mismas concentraciones no demostré un aumento del

parametro. 4. En general el uso de coagulantes naturales permite una remocion tanto de

turbiedad como de color en el agua residual a tratar.
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RENDIMIENTO DE FORRAJE Y GRANO DE GARBANZO (Cicer arietinum
L.) TIPO DESI BAJO CONDICIONES DE RIEGO NORMAL Y LIMITADO

Raul Avalos Castro?’, Alvaro A. Ortega Ibarral y Francisco H. Ruiz Espinozal

Resumen

Se estimaron ocho indices de tolerancia al déficit de agua basados en el rendimiento de grano
de ocho genotipos de garbanzo forrajero, con el objetivo de identificar el mejor indice y el mejor
genotipo tolerante al déficit de agua. Los ocho indices de tolerancia comprenden el indice de
tolerancia al estrés (STI), porcentaje de reduccién (Red), el indice de tolerancia (TOL), el indice
de susceptibilidad al estrés (SSI), la productividad media geométrica (GMP), la productividad
media (MP), la media armonica (HARM) y el indice de estabilidad del rendimiento (YSI) se
estimaron en funcion del rendimiento de grano en condiciones de disponibilidad de agua (Yp)
y déficit (Ys). Los resultados del analisis para todos los indices de tolerancia a la sequia
estudiados demostraron que GMP, MP, HAM y YSI fueron los mejores indices utiles para
buscar genotipos tolerantes al déficit de agua. Ademas, tuvieron correlacion positiva con Yp 'y,
principalmente, con Ys. Los genotipos ICC-1273 y San Antonio 05 se consideraron tolerantes
a sequia, mientras que los genotipos El Patrén e ICC-6671 como susceptibles a sequia. El
genotipo ICC-10981 fue identificado como altamente susceptible al déficit de agua. Los
genotipos estudiados mostraron variacion considerable en el rendimiento y toleraron diversas
condiciones de sequia, caracteristicas que podrian aprovecharse como criterio en

investigaciones posteriores.

Palabras clave: Cicer arietinum L., genotipos tolerantes, indices a sequia
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Introduccién

La produccion de granos juega un importante papel para suplir parte de los alimentos
requeridos por el hombre, y las leguminosas entre otras especies son reconocidas por su
influencia en el balance nutricional de la dieta (Flowers et al., 2010). Segun estimaciones de la
FAOQ, los cultivos bajo riego consumen mas del 70% del agua a nivel mundial y para alcanzar
a suministrar los alimentos y productos que demanda el crecimiento demogréfico en el mundo,
que cada afio se incrementa en 90 millones de habitantes, el consumo de agua crecera en un
40% hacia el afio 2025 (FAO, 2015). El cultivo del garbanzo, ha ganado importancia debido a
gue es poco exigente al agua y puede cosecharse en condiciones de sequia severa
(Shagarodsky, 2002).

El garbanzo (Cicer arietinum L.), se clasifica dentro de la familia Fabaceae y se sitla en la lista
de leguminosas més cultivadas, después de la soya (Glycine max), el haba (Vicia faba), los
frijoles (Phaseolus vulgaris) y los chicharos o guisantes (Pisum sativum) (FAO, 2009). Los
mayores productores del mundo son India, Turquia, Pakistan, Iran, México, Australia y Canada,
mientras que los principales exportadores son Turquia, Australia, Canad4, Iran y México (Tay,
2006). A pesar que el garbanzo es conocido por su mayor tolerancia a la sequia en
comparacién con otras leguminosas de grano, la sequia reduce su rendimiento y puede causar
la falla total del cultivo (Turner et al., 2001). Uno de los principales atributos del garbanzo es la
capacidad de su sistema radical para explorar el suelo en busca de humedad y lograr
produccién con menor cantidad de agua que otros cultivos. Esta caracteristica es importante
porque representa una oportunidad para el ahorro de agua de riego y para incluir al garbanzo
en rotaciones agrondmicas ventajosas (Gurigbal et al., 2016).

Las sequias recurrentes que se presentan en Baja California Sur limitan la disponibilidad de
agua para riego, por ello, los productores requieren cultivos que demanden una baja cantidad
de agua, con un alto rendimiento de materia seca y buena calidad. Una solucién parcial, a la
situacion de la sequia, es la introduccion de cultivos y variedades mas tolerantes a este evento
atmosférico, lo que implica conocer dicha tolerancia de forma precisa y consistente, y evaluar
el mayor nimero de especies posibles (Matta, 2004). Por tal razén se desarroll6 la presente
investigacion con el objetivo de evaluar el efecto del estrés hidrico sobre el rendimiento

forrajero y de grano de ocho genotipos de garbanzo forrajero.




Materiales y Métodos

La investigacion se realizé en el Sitio Experimental Valle de Santo Domingo del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias localizado a 25° 00" 36" LN,
111° 39" 49”7 LO y a 48.3 m de altitud, en el municipio de Comondu, Baja California Sur,
México. El clima es muy seco, la precipitacion media anual es de 200 mm y la temperatura
promedio de 22°C (CONAGUA, 2018). En general, los suelos son pobres en nitrégeno (N) total
y potasio (K), pero ricos en fosforo (P); predominan valores de pH alcalinos (7.7 — 8.8) y
conductividad eléctrica de 1.27 dS m (L6pez et al., 2013).

Se evaluaron los genotipos de garbanzo forrajero El Patron, Pénjamo, San Antonio 05y Lerma,
procedentes del Campo Experimental El Bajio, en Celaya Guanajuato y las lineas ICC-1273,
ICC-3287, ICC-667 e ICC-10981 procedentes del ICRISAT en la India, con la cantidad de agua
de riego recomendada por el INIFAP (riego normal) y limitado (50% menos). La siembra se
realizé en diciembre durante el ciclo agricola otofio-invierno 2021 — 2022. El disefio utilizado
fue bloques completos al azar y arreglo en parcelas divididas con tres repeticiones. La
superficie de cada blogue fue de 102.4 m?, donde cada genotipo se distribuyé de forma
aleatoria en parcelas de 12.8 m?, con tres repeticiones para riego normal y deficitario. La
superficie total fue de 614.4 m?. La siembra se realizé de forma manual a una densidad de 10
semillas por metro lineal y separacion de 80 cm entre surcos.

El control de maleza se hizo con oxifluorfen a dosis de 240 g de i.a. ha! en pre siembra e
incorporado al momento del riego. La semilla se traté con carboxim + tiram a dosis de 80 g por
cada 100 kilogramos. Los riegos se aplicaron con cinta de goteo calibre seis milésimas y
goteros separados a 20 cm, con una presion estimada de 11 psi. El riego final fue de 34 cm en
el riego normal y de 16 cm en el riego limitado. Se fertilizd con la dosis 120 — 70 — 00 (NPK)
con las fuentes de UAN 32® y 4cido fosférico. EI N se fraccion6 en partes iguales y se aplicé a
los 15, 30 y 50 dias después de la siembra; el P, a los 15 dias después de la siembra. A los
130 dias después de la siembra se tomaron muestras por tratamiento de una superficie de 2.4
m?, las plantas se cortaron a nivel del suelo, en estas se determiné el rendimiento biolégico de
forraje (RB), rendimiento de grano (RG) y rendimiento de esquilmos (RE), en toneladas por

hectarea (t ha') de materia seca (MS). La trilla y limpieza del material se realizé en forma

manual. El indice de cosecha (IC) se determind mediante la férmula (Kohashi et al., 1980):




IC= (produccién de grano/rendimiento biolégico) *100.

Analisis estadistico

Para considerar la relacion de susceptibilidad o tolerancia de los genotipos al estrés hidrico y
evaluar los criterios principales para los genotipos de garbanzo, se utilizaron ocho indices,
como se describe a continuacion:

El porcentaje de reduccion (Red) y el indice de susceptibilidad a la sequia (SSI) fueron
calculados por la formula sugerida por Fischer y Maurer (1978):

1.- Red =[(C — D)/ D]*100

2.-SSI=[1-(D/C)]/[1 - (Dm/Cm)]

Donde:

D: rendimiento del genotipo en condiciones de riego limitado.

C: rendimiento del genotipo en condiciones normales de humedad.

Dm: media del rendimiento de todos los genotipos bajo condiciones de riego limitado.

Cm: media del rendimiento de todos los genotipos en condiciones normales de humedad.
indice de tolerancia a sequia (STI) (Fernandez, 1992):

3.-STI=(Yp*Ys)/Yp2

indice de tolerancia (TOL) y la media productiva (MP) fueron calculados por las formulas
sugeridas por Rosielle y Hamblin (1981):

4.-TOL=Yp-Ys

5.-MP = (Ys +Yp)/2

La productividad media geométrica (GMP) y arménica (HARM) determinadas por la ecuacion
propuesta por Fernandez, (1992):

6. - GMP =V(Ys * YD)

7.-HARM = 2[(Yp * Ys) / (Yp + Ys)]

El indice de estabilidad del rendimiento (YSI) calculado mediante la férmula (Bouslama y
Schapaugh, 1984):

8.- YSI = (Ys/Yp) * 100

Donde:

Ys: media del rendimiento en condiciones de riego limitado.

Yp: media del rendimiento en condiciones normales de humedad.




La comparacion de media de tratamientos, coeficiente de correlacion de Pearson entre indices
de estrés y rendimientos de grano en condiciones de riego normal y limitado fue medida.
Adicional a lo anterior, se llevo a cabo un analisis de conglomerados de los genotipos basado
en el rendimiento en condiciones de estrés hidrico y sin estrés y considerando ocho indices de
sequia utilizando el algoritmo de enlace promedio y la medida de la distancia euclidiana con el
paquete estadistico SAS (2014).

Resultados y Discusion

Comparacioén de tratamientos

Se observo diferencia entre el riego normal y limitado para el rendimiento bioldgico, de grano
y de esquilmos (p < 0.05), con rangos entre tratamientos de 44, 41y 47%, respectivamente; el
indice de cosecha, no present6 diferencias.

Para el riego limitado, el genotipo ICC-1273 presentd el mejor rendimiento bioldgico, de grano
y esquimo (p < 0.05); los genotipos ICC-3287, Lerma, ICC-10981 y San Antonio 05 presentaron
el mejor indice de cosecha.

Para el riego normal, no se observé diferencia del rendimiento biolégico y de grano entre
genotipos (p < 0.05); para el rendimiento de esquilmos, el genotipo El Patron fue el mejor; para

el indice de cosecha, el ICC-3287 presentd el mayor.

Cuadro 1. Comparacién de medias de tratamiento entre genotipos de garbanzo forrajero.

Rendimiento Rendimiento de  Rendimiento de

Tratamiento Genotipos biologico grano esquilmo indice de cosecha
El Patrén 6.94 + 0.48% 1.93 + 0.04° 5.01+£0.51% 27.92 +2.33°
Pénjamo 6.73 + 0.83% 2.28 + 0.39% 4.46 +0.45® 33.70 + 1.43®
San Antonio 6.66 + 0.722° 2.39 £ 0.19% 4.23+0.61* 3593+ 1.072
RL Lerma 6.94 + 1.27% 2.59 + 0.59% 4.29+0.61% 37.14+2512
ICC-1273 8.82 + 2.842 2.86 + 0.69?2 5.96 + 2.242 33.05 + 4.91
ICC-3287 6.49 + 0.63%° 2.58 + 0.32% 3.84 +£0.43° 39.65 + 2.292
ICC-6671 6.59 + 0.32%° 1.79 +0.39° 4.67 +0.55®% 26.99 + 5.26°
ICC-10981 6.32 + 0.32° 2.27 + 0.26® 3.91+0.19° 36.00 + 4.392




ContinUa Cuadro 1...

Rendimiento

Rendimiento de

Rendimiento de

Tratamiento Genotipos biol6gico grano esquilmo indice de cosecha

El Patrén 13.05 £ 0.872 3.66 £ 0.422 9.40 £ 1.012 28.14 + 3.79¢
Pénjamo 12.36 £ 0.122 4.08 £ 0.54 8.28 £ 0.66%  33.01 * 4.65%°¢
San Antonio 12.01 + 0.442 3.60+1.162 8.41+£0.77% 29.76 + 8.45%¢

RN Lerma 12.57 £ 0.732 4.36 £ 0.392 8.21 £0.53% 34.70 £2.19%®
ICC-1273 11.73 £1.022 3.58 £ 0.452 8.16 + 0.98%  30.56 + 4.073°
ICC-3287 11.82 £ 0.882 4.54 + 0.422 7.61+0.78° 38.41+1.162
ICC-6671 12.15 + 0.98? 3.38 £ 0.502 8.77+0.51% 2552 +2.87°
ICC-10981 12.77 £ 1.422 4.34 £ 0.492 8.44 +1.05%  34.02 + 2.26%°¢

Media RL 6.938 2.348 4,548 33.80%

Media RN 12.314 3.944 8.414 31774

DET -5.38 -1.60 -3.87 2.03

DMS 1.72 0.69 1.08 2.74

abe= diferentes literales entre filas indican diferencia significativa (p < 0.05); RL= riego limitado; RN= riego normal;
DET= diferencia entre tratamientos; DMS= diferencia minima significativa.

La comparacion del rendimiento de grano entre ambos tratamientos se utilizd para estimar los
indices de tolerancia al déficit de agua (Cuadro 2) para cada genotipo. El mayor valor de
rendimiento (Yp) se registro en los genotipos ICC-3287, Lerma, ICC-10981 y Pénjamo en
condiciones sin estrés o riego normal, pero no mostraron la misma tendencia en condiciones
de estrés (Ys), siendo, para este caso, el ICC-1273, el de mejor comportamiento. El valor de
rendimiento mas bajo se obtuvo en el genotipo ICC-6671 seguido de los genotipos ICC-1273,
San Antonio 05 y El Patrén en condiciones sin estrés y en condiciones de estrés en los
genotipos ICC-6671 y El Patrén. La variacién observada entre Yp vs Ys en este estudio sugirié
la ocurrencia de recursos importantes para obtener genotipos tolerantes a la falta de agua.
SSl oscil6 entre 0.49 y 1.17; los genotipos con los valores mas bajos fueron ICC-1273, seguido
de San Antonio 05, valores que los identifica como los genotipos mas tolerantes, debido a que
mostraron reducciones menores de rendimiento de grano en condiciones de déficit de agua.
Los genotipos ICC-10981, ICC-6671 y El Patrén pueden considerarse como susceptibles a la
falta de agua.

El genotipo con la menor reduccion del rendimiento (Red) fue ICC-1273; ICC-10981, el de

mayor.




Cuadro 2. Valores medios de los indices de tolerancia a estrés por agua (%) y rendimiento de
grano (t ha?) bajo condiciones de riego normal y deficitario.

Genotipo Yp Ys SSI Red STI TOL MP GMP HARM YSI
El Patron 3.66 1.93 1.16 89.64 0.53 1.73 280 2.66 2.53 52.73
Pénjamo 4.08 2.28 1.08 78.95 0.56 1.80 3.18 3.05 2.93 55.88
SA 05 3.60 2.39 0.82 50.63 0.66 1.21 3.00 293 2.87 66.39
Lerma 4.36 2.59 1.00 68.34 0.59 1.77 3.48 3.36 3.25 59.40
ICC-1273 3.58 2.86 0.49 25.17 0.80 0.72 3.22 3.20 3.18 79.89
ICC-3287 4.54 2.58 1.06 75.97 0.57 1.96 3.56 3.42 3.29 56.83
ICC-6671 3.38 1.79 1.15 88.83 0.53 1.59 259 246 2.34 52.96

ICC-10981 4.34 2.27 1.17 91.19 0.52 2.07 331 314 2.98 52.30

Yp= rendimiento de grano con riego normal; Ys= rendimiento de grano con riego limitado; SSI= indice de susceptibilidad a la
sequia; Red= porcentaje de reduccion; STI= indice de tolerancia a sequia; TOL= indice de tolerancia; MP= media de
productividad; GMP= mediana de producciéon geométrica; HARM= media de produccién armonica; YSI= indice de estabilidad
del rendimiento.

STI oscilé entre 0.52 y 0.80; los valores mas cercanos a 1 indican alta tolerancia al estrés. El
genotipo ICC-1273 tuvo la mayor tasa de STI, mientras que el genotipo ICC-10981, ICC-671y
El Patron mostraron la menor tasa de STI con 0.52 y 0.53, respectivamente. Mevlut y Sait
(2011) consideraron que los genotipos con alto STI normalmente tienen una gran diferencia en
rendimiento en ambiente estresante y no estresante.

Fernandez (1992) considera que el indice TOL es una medida eficiente para aumentar el
rendimiento en un ambiente de sequia. Los valores mas altos de TOL estuvieron relacionados,
principalmente, con los genotipos ICC-10981 e ICC-3287. Para lo que segun Parchin et al.
(2013), una cantidad elevada de TOL es un signo de susceptibilidad del genotipo al estrés.
Mientras que, el genotipo ICC-1273 con el valor mas bajo de TOL fue considerado como
genotipo tolerante.

En diversos estudios se ha observado que genotipos con los mayores Mp, GMP y HARM,
generalmente son los que presentan mayor tolerancia (Farshadfar y Javadinia, 2011; Eid y
Sabry, 2019), en nuestro estudio, los comportamientos fueron similares entre genotipos, a
excepcion de El Patrén e ICC-6671, quienes presentaron las medias mas bajas.

Los valores mas altos del indice de estabilidad del rendimiento (YSI) se registraron para los
genotipos ICC-1273 y San Antonio 05.




Analisis de correlacién

Se estimaron los coeficientes de correlacién entre Yp, Ysy los indices de tolerancia a la sequia
y se identificd el mejor indice (Cuadro 3). Ademas, podria ser un indicador aceptable para
elegir los genotipos mas prometedores. Se observo que STI, GMP, MP, HAM y YSI tenian una
correlacién positiva con Yp e Ys, principalmente con este ultimo. Segun Blum (1988) indico
gue el indice favorable tiene una correlacion positiva con el rendimiento en ambientes
estresados y no estresados. Por lo tanto, estos resultados pueden ser Utiles para elegir buenos
indices de sequia.

Cuadro 3. Coeficiente de correlacion de Pearson entre la produccién de grano de garbanzo
forrajero y ocho indices de tolerancia a estrés por agua en condiciones de riego normal y
deficitario.

Ys SSI Red STI TOL MP GMP HARM YSI

Yp 0.40" 0.32" 0.27" -0.32"  0.68™ 0.87" 0.79° 0.71° -0.32™
Ys 1.00 -0.74° -0.77 0.74 -0.40" 0.79 0.87" 0.93" 0.75"

SSlI 1.00 0.99"  -0.997 0.91 -0.17"  -0.31" -0.43" -0.99"
Red 1.00 -0.99” 0.89” -0.22"  -0.36" -0.48" -0.99"
STI 1.00 -0.91" 0.18™ 0.32"™  0.43™ 0.99”
TOL 1.00 0.24" 0.09"  -0.03™ -0.91"
MP 1.00 0.99” 0.96™ 0.18"
GMP 1.00 0.99” 0.32"
HARM 1.00 0.44"
YSI 1.00

Yp= rendimiento de grano con riego normal; Ys= rendimiento de grano con riego limitado; SSI= indice de
susceptibilidad a la sequia; Red= porcentaje de reduccién; STI= indice de tolerancia a sequia; TOL= indice de
tolerancia; MP= media de productividad; GMP= mediana de produccién geométrica; HARM= media de produccién
armonica; YSI= indice de estabilidad del rendimiento; *= diferencia significativa (p < 0.05) **= diferencias
altamente significativas (p < 0.01); ns= diferencia no significativa.

Yp tuvo correlacién positiva con MP (0.87), GMP (0.79) y HARM (0.71); mientras que Ys se
correlacioné significativamente con STI (0.74), MP (0.79), GMP (0.87), HARM (0.93) e YSI
(0.75); estos indices reflejaron un mayor rendimiento bajo condiciones de estrés. Por otro lado,
hubo correlacién negativa con SSI (-0.74) y Red (-0.77). Ademas de que estos indices fueron

adecuados para el estudio de la tolerancia a la sequia y mas aplicables en el reconocimiento

de los genotipos con alto rendimiento en condiciones de estrés.




SSI presentd relacion positiva alta con Red (0.99) y Tol (0.91); negativa con STI (-0.99) e YSI
(-0.99). Red tuvo correlacion positiva alta con Tol (0.89) y negativa con YSI. STI tuvo
correlacién positiva con YSI (0.99) y negativa con Tol (-0.91), la cual se correlaciona de forma
negativa con YSI (-0.91). En general, las observaciones mostraron correlacion negativa entre
los indices de sensibilidad y los indices de tolerancia, asi como el rendimiento de grano en
condiciones de estrés y sin estrés.

Andlisis de conglomerados

En la Figura 1 se ilustro la construccion del dendrograma basado en ocho indices de tolerancia
a la sequia y el rendimiento en condiciones normal de agua y deficitario. Los ocho genotipos
de garbanzo forrajero se dividieron en cuatro grupos principales.
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Figura 1. Dendograma de ocho genotipos de garbanzo forrajero basado en un analisis de
conglomerados usando ocho indices a estrés por aguay rendimiento de grano en riego normal
y deficitario.




El grupo 1 contenia los genotipos El Patron, ICC-6671 e ICC-10981. El segundo grupo
comprendia los genotipos Pénjamo, ICC-3287 y Lerma. El tercer grupo contenia el genotipo
San Antonio 05 y el cuarto, al genotipo ICC-1273.

El grupo 1 incluyé a los genotipos con mayor susceptibilidad al estrés por falta de agua,
reduccioén del rendimiento y menor estabilidad del rendimiento. El grupo 2 incluy6 los genotipos
con mayor rendimiento, MP, GMP y HARM, bajo condiciones de disponibilidad de agua. El
grupo 3 mostré mediana tolerancia a los indicadores al estrés por agua. El grupo 4 presento el
mayor rendimiento bajo condiciones de déficit de agua, menor susceptibilidad al estrés por
agua, menor reduccién del rendimiento, mayor estabilidad y tolerancia al estrés por falta de
agua. Dado que los genotipos con menor cantidad de indicadores sensibles y tolerancia al
estrés, se conoce como seleccidn de genotipos tolerantes en base a estos indices, los
genotipos San Antonio 05 y, principalmente, ICC-1273 a la condicion de estrés por déficit de

agua (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadistica descriptiva de los indices a estrés y rendimiento de grano en riego normal
y deficitario de ocho genotipos agrupados en cuatro conglomerados.

Cluster Yp Ys SSI Red STI TOL MP GMP HARM  YSI

1 3.79 2.00 1.16 89.89 0.53 1.80 290 275 2.62 52.66
2 4.33 2.48 1.05 74.42 0.57 1.84 341 3.28 3.16 57.37
3 3.60 2.39 0.82 50.63 0.66 121 3.00 293 2.87 66.39
4 3.58 2.86 0.49 25.17 0.80 0.72 322 3.20 3.18 79.89

Yp= rendimiento de grano con riego normal; Ys= rendimiento de grano con riego limitado; SSI= indice de
susceptibilidad a la sequia; Red= porcentaje de reduccion; STI= indice de tolerancia a sequia; TOL= indice de
tolerancia; MP= media de productividad; GMP= mediana de produccién geométrica; HARM= media de produccidn
armonica; YSI= indice de estabilidad del rendimiento.

Conclusiones

De acuerdo a los diferentes procedimientos estadisticos, los genotipos ICC-1273 y San Antonio
05 podrian considerarse como genotipos prometedores tolerantes al déficit de agua con

rendimientos altos y estables en condiciones de estrés, mientras que los genotipos El Patron

e ICC-6671 podrian considerarse susceptibles al déficit de agua. El genotipo ICC-10981 fue




identificado como altamente susceptible a la falta de agua. Por lo que este genotipo no es apto
para condiciones de estrés por déficit. Los resultados parciales de este estudio recomendaron
a MP, GMP, HARM y YSI para hacer una buena seleccién al déficit de agua en el programa

de mejoramiento de garbanzo.
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PRODUCCION Y DISTRIBUCION DE MATERIA SECA DE PINA MD-2 EN
FUNCION DE DOSIS DE NITROGENO Y POTASIO

Maria Enriqueta Lépez Vazquez?', Nain Peralta Antonio!, Gerardo Montiel Vicencio?,
Andrés Rebolledo Martinez!, Rosa Laura Rebolledo Garcial, Aurelio Pérez Baez?y
Laureano Rebolledo Martinez!

Resumen

El nitrégeno (N) y potasio (K) son los principales nutrientes requeridos por la pifia y se
relacionan con su crecimiento, rendimiento y calidad de fruto. Las dosis recomendadas
actualmente en México, implican elevadas cantidades de fertilizantes inorgéanicas por hectarea
y por ciclo, por lo tanto, dichas dosis deben ser ajustadas. El objetivo fue determinar la cantidad
y proporcion de materia seca de los diferentes 6rganos de la planta de pifia MD-2 en funcién
de diferentes niveles de N y K, en presencia y ausencia de acolchado plastico total, con la
finalidad de identificar las dosis de fertilizacibn mas adecuadas para la pifia. EI 100%, 75% vy
50% de la dosis recomendada de N y K se aplicaron de forma combinada (100/100 NK, 100/75
NK, 100/50 NK, 75/100 NK, 75/75 NK, 75/50 NK, 50/100 NK, 50/75 NK, 50/50 NK) y
compararon con dos testigos, uno corresponde a plantas sin fertilizaciéon y el otro a la
fertilizacion liquida. Aqui se presenta Unicamente el efecto de los tratamientos de fertilizacion.
Al momento de la cosecha, similar cantidad de materia seca de hoja, tallo, pedunculo y raiz,
asi como proporcién de fruto, hoja y tallo se detect6 en todos los tratamientos. La materia seca
del fruto de 100/100 NK, 100/75 NK, 100/50 NK, 75/75 NK, 75/50 NK y 50/100 NK fueron
similares y todos superaron al Testigo. Una menor proporcion de pedunculo y raiz se detectd
con 100/100 NK y 100/50 NK comparado con el Testigo, respectivamente. Se concluye que,
de los diferentes 6rganos de la planta de pifia MD-2 establecido a 50,000 plantas/ha, las dosis
de Ny K afectan principalmente la cantidad de materia seca del fruto y proporcion de materia
seca destinada al pedunculo y raiz. La cantidad de materia seca del fruto obtenido con el 100%

lnstituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Cotaxtla, Medellin de Bravo,
Veracruz, México, CP. 94270. *Autor por correspondencia: lopez.enriqueta@inifap.gob.mx
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de la dosis recomendada de N y K, se reduce en un 5, 14 y 32% cuando se utiliza el 75,50y
0% de la dosis recomendada, respectivamente.

Palabras clave: fertilizacion mineral, produccién convencional, eficiencia de fertilizacion,

produccién de biomasa

Introduccién

En México, el 72% de la produccién nacional de la pifia se encuentra distribuida en los estados
de Veracruz y Oaxaca (SIAP, 2021). ‘Cayena lisa’ es el principal cultivar producido a nivel
comercial, aunque, en la ultima década ha aumentado la superficie del hibrido MD-2, lo cual
se atribuye a sus caracteristicas de dulzura, aroma y su color externo amarillo, ademas de su
alto contenido en vitaminas C y minerales, por lo que es preferida para el mercado de
exportacion (Uriza et al., 2018). Las principales estructuras morfologicas de la planta de pifia
son las raices, el tallo, las hojas, el pedunculo, el fruto multiple o sincarpio, la corona y los
brotes o también conocidos como hijuelos (Vazquez-Jimenez and Bartholomew, 2018). Al
momento de la cosecha, los frutos y las coronas se retiran de la planta y de la unidad de
produccién, mientras que el resto de 6rganos se mantienen en campo para obtener una
segunda o tercera cosecha (Uriza et al., 2018). Conocer la distribucién de materia seca dentro
de la planta, ayuda a entender el comportamiento de la planta a través de su ciclo fenoldgico.
Por ejemplo, las hojas y el tallo son érganos de reserva de fotoasimilados, mientras que, el
sistema de raices de la pifia desempefia un papel importante en la nutricion de la planta, y la
cantidad de raices de una planta, estara en funcion de las caracteristicas quimicas y fisicas
del suelo (Vazquez-Jimenez y Bartholomew, 2018).

El cultivo de la pifia requiere para su crecimiento y desarrollo una gran cantidad de nutrimentos
(Rebolledo et al., 2016) siendo el potasio (K) y el nitrdgeno (N) los elementos utilizados en
mayores cantidades (Swete, 1993), ya que, su deficiencia puede afectar el crecimiento,
rendimiento y calidad de frutos (Py, 1969; Rebolledo et al., 2016). A medida que cambié la

densidad de plantacion, cambiara el requerimiento nutrimental de las plantas. Se ha reportado

gue una hectéarea de pifia sembrada a una densidad de 30,000 plantas /ha, requiere de 440 kg




de nitrogeno, 40 kg de fosforo, 500 kg de potasio, 16 kg de azufre, 123 kg de magnesio y 200
kg de calcio, 4 kg de manganeso, 6 kg de hierro, 300 g de cobre y 600 g de zinc. A una densidad
de plantacion de 60,000 plantas/ha, una hectarea necesita alrededor de 600 Kg de nitrogeno,
60 kg de fésforo, 745 kg de potasio, 180 kg de magnesio, 280 kg de calcio, 6 kg de manganeso,
10 kg de hierro, 550 g de cobre y 900 g de zinc. El hibrido MD2 presenta una mayor demanda
de nutrimentos en comparacion con el cultivar Cayena Lisa. (Rebolledo et al., 2016). Por lo
anterior, es probable que ocurran deficiencias de N, P, K, Ca y Mg en cualquier lugar donde
se cultive pifia si las cantidades extraidas por el cultivo y las pérdidas por lixiviacion no se
reemplazan mediante la fertilizacion (Vazquez-Jimenez and Bartholomew, 2018).

Otra practica agronémica que se ha vuelto comun en el sistema de produccion de la pifia, es
el acolchado plastico total. Esta practica consiste cubrir completamente el suelo con plastico
negro calibre 150. Los beneficios comprobados de esta practica incluyen la reduccion de la
pérdida de suelo por erosion, reducen la proliferacion de arvenses y reducen la pérdida de
humedad del suelo (Rebolledo et al., 1998; Hegazi, 2000; Ali et al., 2011; Zhang et al., 2014,
Francisco-Nicolas et al., 2015; Ahmad et al., 2015; Memon et al., 2017). Otras ventajas que se
le atribuyen al acolchado plastico total es aumentar la eficiencia de los fertilizantes y pesticidas
(Uriza et al., 2018), un incremento en la eficiencia de estos insumos significa una reduccion en
las dosis que se recomiendan actualmente para el cultivo. Por lo anterior, el objetivo de este
estudio fue determinar la cantidad y proporcion de materia seca de los diferentes 6rganos de
la planta de pifia MD-2 en funcion de diferentes niveles de N y K, en presencia y ausencia de
acolchado plastico total, con la finalidad de identificar las dosis de fertilizacion mas adecuadas
para la pifa.

Materiales y Métodos

Vastagos de pifia MD-2 de 600 g fueron sembrados el 01/12/2019, con una densidad de 50,000
plantas/ha, en el sitio denominado el Callejon de los Aguilar (Figura 1), ubicado en el municipio
de Isla, Veracruz (18° 06’ 57.2” LN y 95° 33’ 30.6” LO). El suelo utilizado se clasifica con
textura de migajon arenoso (63.2% de arena, 9.8% de arcilla y 27% de limo), 4.02 de pH,
1.45% de materia organica, 12.0, 37.3, 80.0, 126.0, 73.8, 0.40 y 3.58 mg/kg de N, P, K, Ca,




Mg, Fe, Cu y Mn, respectivamente. La temperatura ambiental, humedad relativa y la

precipitacion fue monitoreada durante el periodo que dur6 el estudio (Cuadro 1).

Entrada

ERACRUZ

Coatzz

Figura 1. Plantacion comercial de pifia MD-2 donde se evaluaron diferentes tratamientos de
fertilizacién, en Isla, Veracruz.

El diseiio experimental utilizado fue bloques al azar, con arreglo de tratamientos en parcelas
divididas. La parcela grande corresponde al acolchado plastico y la parcela chica a los
diferentes niveles de fertilizacion. En cada tratamiento se consideraron cuatro repeticiones. La
unidad experimental consté de dos camas de doble hilera de 6 m, cada cama de 1.2 m de
ancho entre centro y centro, amplitud de calle ancha de 80 cm y amplitud de calle angosta de
45 cm, con 32 cm entre plantas, resultando en promedio 70 plantas en cada unidad

experimental.




Cuadro 1. Comportamiento de clima durante el periodo que duro el experimento de nutricién de
pifia MD-2, en Isla, Veracruz.

Temperatura Temperatura Temperatura Humedad Precipitacion

G media (°C) maxima (°C)  minima (°C) relativa (%) acu(ml:nliada
2019
Diciembre 24.2 29.2 22.8 75.5 5.0
2020
Enero 22.1 255 19.9 83.1 39.0
Febrero 22.5 26.0 19.7 80.9 22.2
Marzo 26.2 31.7 22.0 69.9 0.6
Abril 29.5 36.1 24.6 63.9 0.2
Mayo 28.9 33.2 24.9 62.6 79.6
Junio 27.2 30.9 24.0 75.5 173.2
Julio 27.6 32.0 24.1 72.6 177.2
Agosto 26.4 30.6 23.8 80.0 316.8
Septiembre 26.4 30.1 23.5 77.0 188.2
Octubre 25.4 29.3 22.5 74.8 72.8
Noviembre 23.4 26.6 21.2 80.5 239.0
Diciembre 21.0 24.6 18.3 75.5 7.6
2021
Enero 21.5 24.3 194 78.6 36.0
Febrero 22.2 26.5 18.9 73.4 8.2
Marzo 24.6 29.6 20.8 66.3 46.4

Los factores de estudio fueron el acolchado plastico (con y sin) y niveles de fertilizacion. La
fertilizacion incluyo tres niveles de N y K (100%, 75% y 50%), comparado con dos testigos,
uno corresponde a plantas sin fertilizacion y el otro a la fertilizacion liquida (Cuadro 2). Para
los tratamientos que incluyeron N y K, el 100% de la dosis correspondiéo a 15 g/planta,
equivalente a 750 kg/ha.

La cantidad de P, Mg y micronutrientes, fue similar en todos los tratamientos que incluyeron

los niveles de N y K. Para esos mismos tratamientos, la dosis total de nutrientes fue aplicada

89% en forma solida y 11% en forma liquida. La fertilizacion solida se dividié en tres
aplicaciones, realizadas en las fechas 16/12/2019, 14/02/2020 y 03/06/2020, donde el




porcentaje aplicado en cada fecha fue del 27%, 27% y 46%, respectivamente. Estas fechas
corresponden a los 15, 75 y 184 dias posteriores a la plantacién de hijuelos.

Cuadro 2. Tratamientos de fertilizacidon utilizados en el experimento de pifia MD-2, en lIsla,
Veracruz.

riEmEniE Nltrg%eno PO(EZ§IO (glpII:nta) (g/pIF;nta) (g/pl};nta) (g/pl\l/la({:]nta)
100/100 NK 100 100 15.0 6.0 15.0 4.0
100/75 NK 100 75 15.0 6.0 11.3 4.0
100/50 NK 100 50 15.0 6.0 7.5 4.0
75/100 NK 75 100 11.3 6.0 15.0 4.0
75/75 NK 75 75 11.3 6.0 11.3 4.0
75/50 NK 75 50 11.3 6.0 7.5 4.0
50/100 NK 50 100 7.5 6.0 15.0 4.0
50/75 NK 50 75 7.5 6.0 11.3 4.0
50/50 NK 50 50 7.5 6.0 7.5 4.0
FERLIQ Fertilizacion liquida 25.3 8.3 25.0 5.5
Testigo Sin fertilizacion 0 0 0 0

La fertilizacion liquida se dividi6 en cuatro dosis aplicadas el 12/03/2020, 27/03/2020,
8/04/2020 y 23/04/2020, correspondiente a los 102, 148, 159 y 174 dias posteriores a la
plantacion de hijuelos, respectivamente. Tanto para la fertilizacion sélida como para la
fertilizacion liquida, el fertilizante se deposité en las hojas axilares mas cercanas al suelo
(Figura 2). Para aplicar N, P, K y Mg de forma sélida se utilizaron los fertilizantes sulfato de
amonio (21% de N), difosfato de amonio (18%-46% de N-P), cloruro de potasio (60% de K) y
sulfato de magnesio (9.8% de Mg). Para la fertilizacién liquida se utilizaron los fertilizantes urea
(46% de N), difosfato de amonio, cloruro de potasio soluble (60% de K) y sulfato de magnesio.
En cada fecha de fertilizacion liquida, para diluir los fertilizantes se considerd una dosis de 40
ml de agua por planta. Los micronutrientes se aplicaron a través de la fertilizacion liquida, a
una dosis de 0.5, 1.0, 1.0, 0.5, 1.0 y 1.0 g/L de agua de sulfato de zinc (ZnS0O4.7H20), sulfato
de ferroso (FeS04.7H20), sulfato de manganeso (MnSOa4.7H20), sulfato de cobre
(CuS04.5H20), borax (Na2B407.10H20) y &cido citrico, respectivamente. La aplicacién de
micronutrientes fue alternada, es decir, en una aplicacién Unicamente se suministré bérax, en

la siguiente aplicacion, a excepcion de bérax, se aplicaron el resto de sulfatos y acido citrico.




En el caso del tratamiento de fertilizacion liquida (tratamiento 10), las aplicaciones fueron
semanales, iniciando el 27/05/2020 y finalizando al momento en que aparecio la flor de la
planta (13/11/2020), resultando en un total de 25 aplicaciones. La cantidad total de N, P, Ky
Mg aplicada por planta en cada semana fue de 1.00, 0.33, 1.00 y 0.22 g, dando un total de
25.0, 8.3, 25.0 y 5.5 g por planta, respectivamente. La aplicacion de micronutrientes fue similar

al descrito en los tratamientos que incluyeron N y K.

Figura 2. Lugar donde se depositaron los fertilizantes inorganicos durante lafertilizacion de pifia
MD-2, en Isla, Veracruz.

El tratamiento de induccion floral se realizo el 30/09/2020, donde se utilizaron 3 kg de etileno
+ 20 kg de carbén activado por cada 3000 L de agua.

Al momento de la cosecha (16/03/2021), para estimar el rendimiento de frutos por hectarea,
tres frutos representativos fueron colectados de cada unidad experimental. En una planta de
cada unidad experimental se registro el peso fresco total y de sus diferentes drganos (raiz,
tallo, hoja, pedunculo y fruto). Para determinar la materia seca de la planta, de cada 6rgano,
se obtuvieron muestras representativas. Las muestras fueron cortadas en trozos pequefios y
secadas en una estufa de aire forzado hasta alcanzar peso constante. Posteriormente se
registré el peso seco de cada 6rgano y con ello se estimo la materia seca de cada érgano. Con
la sumatoria de la materia seca de los diferentes érganos se obtuvo la materia seca total de la




planta. Con los datos de materia seca total y materia seca de cada 6rgano, se estimé la
proporcién de materia seca destinada a cada érgano de la planta. Analisis de varianza y
comparaciéon de medias de Tukey (p < 0.05) fueron realizados para comparar el efecto de los
factores de estudio en la produccién de biomasa.

Resultados y Discusion

En este trabajo solo se presenta el efecto de los tratamientos de fertilizaciéon sobre la
produccion vy distribucidon de materia seca en la planta. Similar cantidad de materia seca de
hoja, tallo, pedunculo y raiz, asi como proporcion de fruto, hoja y tallo se detect6 en todos los
tratamientos. Por otra parte, la materia seca del fruto de las plantas fertilizadas con 100/100
NK, 100/75 NK, 100/50 NK, 75/75 NK, 75/50 NK y 50/100 NK fueron similares y todos
superaron a las plantas sin fertilizar (Cuadro 3). Una menor proporcion de pedunculo y raiz se
detect6 con 100/100 NK y 100/50 NK comparado con el testigo, respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Peso y proporcion de materiasecadistribuida entre los diferentes 6rganos de la planta
de pifia MD-2 en Isla, Veracruz.

Materia seca (g) Proporcién de materia seca (%)

Tratamiento : - . : . -
Fruto Hoja Tallo Pedunculo Raiz Fruto Hoja Tallo Pedunculo Raiz

100/100 NK 261.4a 298.1a 91.9a 252a 4.7a 398a 419a 138a 38b 0.7 ab
100/75 NK  245.3a 217.0a 825a 259a 46a 436a 36.8a 142a 46ab 0.8ab
100/50 NK  246.4a 199.2a 850a 266a 4.3a 442a 350a 153a 48ab 08b
75/100 NK 224.3ab 241.8a 83.0a 247a 4.7a 395a 41.1a 141a 44ab 0.8ab
75/75 NK 248.6a 224.3a 80.0a 276a 44a 436a 369a 13.8a 50ab 0.8ab
75/50 NK 254.2a 211.6a 859a 26.3a 53a 44.7a 348a 150a 46ab 09ab
50/100 NK  235.7a 240.4a 829a 276a 47a 414a 386a 143a 49ab 0.8ab
50/75 NK 2274 ab 2234a 834a 257a 44a 409a 390a 14.7a 4.7ab 0.8ab
50/50 NK 225.1ab 223.2a 86.7a 259a 48a 409a 381la 154a 48ab 0.9ab
FERLIQ 220.5ab 313.0a 928a 27.2a 48a 37.0a 525a 156a 46ab 0.8b
Testigo 176.7b 169.8a 675a 241a 4.8a 410a 36.7a 153a b58a 12a




Al principio de la investigacion, se esperaba diferencias estadisticas en la materia seca de los
organos de la planta, y que, mayores valores se presentaran con las dosis mas altas de Ny K,
ya que, ese comportamiento ha sido observado en estudios previos (Razzaque y Hanafi, 2001,
Veloso et al., 2001; Omotoso y Akinrinde, 2013). Este estudio revel6 que, Unicamente la
materia seca del fruto fue afectada, y efectivamente, las combinaciones que incluyeron 75y
100% de las dosis de N y K, fueron que se diferenciaron de las plantas no fertilizadas. Una
menor proporcién de materia seca del pedunculo y raiz detectado con 100/100 NK y 100/75
NK, respectivamente, sugiere que, parte de los fotoasimilados reservados en estos 6rganos
fueron retranslocados hacia el fruto. Por otra parte, desde el punto de vista alimentario, la pifia
MD-2, establecido a 50,000 plantas por hectarea, con una fertilizacién que incluye el 100% de
la dosis recomendada de N y K, la materia seca del fruto es de 261 g, cuando la dosis se
reduce al 75% y 50%, se reducen 12.8 y 25.7 g de materia seca, respectivamente. Esta
reduccién puede ser hasta de 84.7 g cuando las plantas no se fertilizan. La reduccion de
materia seca que ocurre al utilizar el 75%, 50% o 0% de la dosis recomendada de N y K,
equivale a pérdida de 640, 1285y 4325 kg/ha, respectivamente. Los resultados de este estudio
indican que, al momento de la cosecha, se retira entre el 37 y 45% de la materia seca total de
la planta, lo cual es mayor al reportado por Hanafi et al. (2009) y Pegoraro et al. (2014), que
indican valores de entre 12 y 36%, pero, es inferior a los 53% reportado por Ahmed et al.
(1999).

Conclusiones

De los diferentes 6rganos de la planta de pifia MD-2 establecido a 50,000 plantas/ha, las dosis
de N y K afectan principalmente la cantidad de materia seca del fruto y proporcién de materia
seca destinada al pedunculo y raiz. La cantidad de materia seca del fruto obtenido con el 100%

de la dosis recomendada de N y K, se reduce en un 5, 14 y 32% cuando se utiliza el 75,50 y

0% de la dosis recomendada, respectivamente.
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ORGANOGENESIS DIRECTA DE EXPLANTES DE HOJA DE Laelia
autumnalis MEDIADAS POR ACIDO SALICILICO

Manuel Hernandez Bello!, Martha Elena Mora Herrera?', Romulo Garcia Velasco? y Sotero Aguilar Medel?

Resumen

Las orquideas estan entre las seis familias con mayor diversidad en México y en la actualidad,
estan afrontando problemas de disminucion de sus poblaciones, derivado de la destruccion del
habitat y del saqueo. La Norma Oficial Mexicana NOM-059, reporta 186 especies de esta
familia en alguna categoria de riesgo. Es prioritario el planteamiento de propuestas generales
de accidn que consideren la conservacion de la biodiversidad. La biotecnologia vegetal como
la organogénesis somatica puede contribuir a que, a partir de poco material biolégico se pueda
obtener suficientes ejemplares para repoblar o conservar la biodiversidad. Se ha reportado que
algunas fitohormonas como el acido salicilico (AS) que esta ligado a varias respuestas
fisiologicas, podria favorecer la induccidn de procesos morfogenéticos en condiciones in vitro
en orquideas. En el sur del Estado de México, la especie Laelia autumnalis, aunque no esta
catalogada dentro de una categoria en riesgo, ha disminuido significativamente sus
poblaciones, principalmente por extraccion ilegal. Por lo que el objetivo de esta investigacion
fue evaluar segmentos de hoja de L. autumnalis preincubadas en &cido salicilico 10°° M para
la induccion de organogénesis directa, utilizando microplantas de L. autumnalis cultivadas en
medios MS al 50%, con 0 0 10° M de AS durante seis meses. Posteriormente segmentos de
hoja fueron cultivados en medios al 50% de MS en una relacién ANA/BAP en concentraciones
de 0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L y después de cuatro meses se observé organogénesis directa en
los explantes cultivados en las concentraciones de BAP 1.0 y ANA 1.0 mg/L. Por esta razoén,
los segmentos de hojas preincubados en AS 10° M son aptos para inducir procesos
morfogenéticos, ya que previamente ademas se encontré que disminuyen la oxidacion de los

explantes.
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Introduccién

La familia Orchidaceae esta conformada por 25 mil especies de orquideas, de las cuales en
México existen méas de 1,260, siendo el porcentaje de endemismo de 40% de especies y 8%
de géneros. Sus poblaciones, estan disminuyendo significativamente, principalmente por
destruccion del habitat y del saqueo ilegal. Aunado a lo complejo de su crecimiento y desarrollo,
son especialmente vulnerables, por lo que de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010, 16
especies estan en peligro de extincion, 58 amenazadas y 107 sujetas a proteccion especial
(SEMARNAT, 2010).

Laelia autumnalis no esta clasificada por la SEMARNAT como amenazada; sin embargo, sus
poblaciones se han visto significativamente disminuidas y deterioradas por la extraccion de
ejemplares, ya sea para uso tradicional en festividades en municipios del sur del Estado de
México, o por cambio del uso del suelo de los ecosistemas que las albergan (Emeterio-Lara et
al., 2016).

La biotecnologia es uno de los muchos recursos que pueden contribuir en forma importante a
la rehabilitacion de ecosistemas y paisajes degradados (ONU, 1992), especialmente en la
propagacion, multiplicacion y rescate de materiales vegetales. La organogénesis somatica
permite que, a partir de poco material biolégico se puedan obtener suficientes ejemplares para
repoblar o conservar la biodiversidad, que ademas puede ser aprovechada desde distintos
enfoques, como el ornamental, educativo y cientifico. Al utilizar secciones de hojas, raices o
tallos se puede disponer de material vegetal sin depender de la floracion de la planta. El uso
de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo es muy importante para la division y
crecimiento celular, y de esta manera inducir la formacion de callo y posteriormente érganos o
embriones, Utiles para la multiplicacion. Un problema frecuente en el tipo de explante es su
posible oxidacién y se han utilizado diferentes compuestos para evitarla (Azofeifa, 2009) y

recientemente se reportdé el uso de acido salicilico en la disminucién de la oxidacion en

explantes de hoja de L. autumnalis (Hernandez et al., 2021).




El acido salicilico (AS) es una fitohormona implicada en la regulacién del desarrollo de las
plantas con un amplio efecto fisiolégico de regulacion, como crecimiento y desarrollo, e induce
respuestas de tolerancia al estrés bidtico y abiético (Fajardo et al., 2015) al modular el sistema
antioxidante enzimatico y no enzimético que podria coadyuvar para evitar oxidaciéon en
explantes para la organogénesis, como lo reportaron Hernandez et al., 2021); asimismo, Mora
y Lépez (2012), reportaron la obtencion de organogénesis en microplantas de papa mediadas
con acido acetil salicilico. Por lo anterior, se planteé en este trabajo inducir organogénesis
directa en explantes de microplantas de L. autumnalis preincubadas en acido salicilico

empleando una relacién fitohormonal ANA/BAP.

Materiales y Métodos

Se utilizaron microplantas de L. autumnalis del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia del
Centro Universitario Tenancingo UAEM, y se subcultivaron a medio MS al 50% de sales
(Murashige y Skoog, 1962; Espinoza et al., 1986) con 0 y 10> M de AS por seis meses.
Después, 25 explantes de hoja de entre 5 y 8 mm por tratamiento fueron cultivados en medios
MS al 50% de sales adicionado con acido naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (BAP) en
un barrido de concentracioén de 0, 0.1, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L en un total de 32 tratamientos. Los
cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16 horas a
una temperatura de 20 + 1°C y una radiaciéon de ca 35 umol m?/s, 400-700 nm. Cada semana
se hicieron observaciones de los explantes. Después de cuatro meses se evaluaron los

explantes con organogénesis.

Resultados y Discusion

Las microplantas preincubadas en AS no presentaron alteraciones en su desarrollo; la

concentracion de AS 10° M, en la cual fueron cultivadas ha sido ampliamente utilizada en

estudios de fisiologia y sefialamiento celular en algunos cultivos como la papa (Mora-Herrera
et al., 2005).




De los explantes de hoja cultivados en el barrido de concentraciones de BAP/ANA soélo se
obtuvo organogénesis directa en los explantes provenientes de microplantas preincubadas en
AS 10° My subcultivadas con BAP 1.0/ ANA 1.0 mg/L, observandose un aproximado de ocho
brotes por explante (Figura 1).

Figura 1. Organogénesis directa de segmentos de hoja preincubados en AS 10° M con la adicién
de BAP 1.0/ANA 1.0 mg/L. a) segmento de hoja en el que se dio el proceso de organogénesis b)
desprendimiento de la hoja donde se dio el inicio del proceso morfogenético, y c) indica el
proceso de la organogénesis directa que muestra la regeneracion completa de L. autumnalis.

Los explantes de hoja cultivados en el barrido de BAP/ANA presentaron oxidacion; sin
embargo, los explantes de hoja provenientes de microplantas preincubadas en AS
disminuyeron significativamente la oxidacion (Hernandez et al., 2021).

En los procesos morfogenéticos es importante el tipo de explante a utilizar como mencionan
Chugh et al. (2009). Los segmentos de hojas son utilizados como explantes por lo facil de su
obtencién y porqgue el dafio en la planta donante es menor, aunque la edad de este tipo de
explante influye en la respuesta morfogénica; es asi que, las hojas jovenes a diferencia de las
maduras aseguran el éxito de la micropropagacion en algunas especies (Chugh et al., 2009).
En este trabajo se utilizaron hojas de la misma edad, pero de diferentes tamarfios, lo que pudo

influir en la respuesta.




Zeng et al. (2013), mencionan que la micropropagacion a través de la regeneracion directa de
brotes, depende de la especie y las condiciones del medio, por lo que se deben probar
diferentes concentraciones hormonales para encontrar los niveles Optimos. Las auxinas y
citocininas son las fitohormonas que regulan la morfogénesis in vitro, ya que combinadas
pueden inducir la organogénesis o embriogénesis somatica, ya sea de manera directa o
indirecta; su balance es crucial para la induccion de brotes y el crecimiento de los mismos
(Long et al., 2010).

En este trabajo se utilizaron las fitohormonas ANA/BAP debido a que son las mas
recomendadas para estos procesos (Gémez et al., 2006). La auxina, acido naftalenacético
(ANA) se encuentra relacionada con procesos activos de division celular (Aguilar et al., 2010)
mientras que el uso de la citoquinina bencil amino purina (BAP), interviene principalmente en
la division celular, aunque el efecto pudiera variar segun el estado de diferenciacion de las
células, induciendo la formacion de 6rganos (Raven et al., 1992); ademas, estas fitohormonas
son mas economicas y faciles de conseguir.

El 4cido salicilico es una fitohormona que poco se ha estudiado en los procesos de
morfogénesis in vitro, Fajardo et al. (2015), encontraron que la adicion de AS al medio de
cultivo acelerd la formacién de callos en clones de cacao, ademas de incrementar metabolitos
secundarios, y Hernandez et al. (2021), reportaron organogénesis directa en explantes de raiz
de microplantas preincubadas en AS de L. autumnalis; de acuerdo a lo anterior, se postulo la
hipétesis que el pretratamiento con AS en microplantas de L. autumnalis podria inducir o
favorecer respuestas hacia la morfogénesis. En este trabajo se encontré que favorecio la
organogénesis directa de multiples brotes, efecto similar al encontrado en microplantas de
papa empleando salicilatos (Mora y Lopez, 2012), por lo que el uso de AS para procesos

morfogénicos en una alternativa.

Conclusiones

1. El uso de explantes de hoja de microplantas de L. autumnalis preincubadas en AS 10° My

cultivadas en BAP 1.0/ANA 1.0 mg/L favorecio la organogénesis directa de multiples brotes.
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CRECIMIENTO DE CAFE RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE A LA ROYA POR
EFECTO DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN
INVERNADERO

Anahi Morillon Navarrete!?l, Karina Lizeth Arroyo Gonzalez!, Gabriel Rincén Enriquez?, Nancy Garcia Roa?,
Wilber Belén Aguilar Flores! y Evangelina Esmeralda Quifiones Aguilar**

Resumen

En las ultimas décadas, la roya del café, causada por el hongo Hemileia vastatrix, ha sido la
enfermedad con mayor impacto econémico en el cultivo de café, esto ha llevado a la busqueda
de alternativas a corto y largo plazo para su control, desde el uso de fungicidas preventivos,
hasta el empleo tanto del control biolégico como de variedades resistentes a la enfermedad.
En las variedades susceptibles que se infectan con roya, la incidencia de la enfermedad puede
ser muy alta si las condiciones climaticas son favorables. Dado que el café es una planta
micotrofica, en los Ultimos afios se ha evaluado el potencial de consorcios nativos de Hongos
Micorrizicos Arbusculares (HMA) como biofertilizantes, ya que han demostrado promover el
crecimiento vegetativo de las plantas, ademas se sabe que la relacion HMA-planta no es
especifica y que la colonizacién micorrizica puede depender de algunas variables como las
condiciones fisico-quimicas del suelo, la especie de inéculo utilizado o la planta y sus
metabolitos secundarios. En el presente trabajo el objetivo fue evaluar el efecto de dos cepas
y dos consorcios de HMA en la misma especie de café, pero en dos variedades diferentes, una
por su naturaleza resistente (Oro Azteca) y otra susceptible (Caturra) a la roya sobre el
crecimiento vegetal, para determinar si existe un patrén de crecimiento similar en ambas
variedades. Se realizd6 un experimento bajo un disefio completamente al azar de 10
tratamientos con 10 repeticiones y las variables de respuesta que se evaluaron tres meses
después de la inoculacién fueron altura de planta, volumen foliar, volumen radical, peso fresco
de la parte aérea y peso fresco de la raiz. Se encontrd que la variedad resistente presentd

1 Laboratorio de Fitopatologia, Biotecnologia Vegetal, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia del Estado de
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diferencias significativas (Tukey; p<0.05), donde los mayores efectos positivos en su
crecimiento vegetal se dieron con uno de los consorcios micorrizicos, mientras que la variedad

susceptible lo hizo con las mono-especies de los HMA (Tukey; p<0.05).

Palabras clave: biofertilizante, variedades de café, mono-especie, consorcio de HMA

Introduccién

Existen mas de 100 especies de Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) relacionados con la
planta de café, la micorriza en este cultivo fue observada por primera vez en 1897 (Hernandez
et al., 2021). Se sabe que una de las contribuciones al desarrollo de la agricultura sostenible
es el uso de los HMA, que han surgido como una alternativa a la sustitucion de fertilizantes
guimicos en el suelo debido principalmente a que en los ultimos afios se ha observado un
incremento en el costo de los fertilizantes comerciales, ha aumentado la produccién de café
organico principalmente en los estados del sureste del pais y se ha demostrado que confieren
ciertas ventajas a las plantas con respecto a las que no cuentan con micorriza (Hernandez et
al., 2021). Dentro de estas ventajas se encuentra ayudar a la planta a tomar nutrientes de poca
o nula disponibilidad en el suelo, aumentar su tolerancia ante condiciones de estrés abidtico,
conferir proteccion indirecta contra ciertos patdégenos, ademas de contribuir a mantener la
fertilidad del suelo al formar agregados y por ende a la restauracion del ecosistema. Las
asociaciones micorrizicas son cosmopolitas y generalistas, ya que estan presentes en la
mayoria de habitats naturales y en la mayoria de plantas (Alvarez, 2012). La roya se ha
posicionado como la principal amenaza al cultivo de café y al ser este cultivo considerado como
el producto agricola mas importante en el comercio internacional (SENASICA, 2017), es
sumamente importante su control para disminuir su impacto en las economias totalmente
dependientes de las exportaciones de este cultivo, asi como para buscar la manera de que
afecte o menos posible la produccién y el rendimiento. Ademés del uso de variedades
resistentes a la roya, se ha evaluado el efecto bioprotector de los HMA frente a ella, al conferir
a la planta mayor fortaleza en el sistema radicular que lo vuelve mas resistente a los patégenos.

Se ha encontrado que con el uso de HMA tanto de una sola especie como de un consorcio




nativo es posible observar una menor incidencia y menor nivel de severidad de la enfermedad
en la variedad de café Caturra (Vallejos et al., 2021), en las variedades Tipica y Costa Rica 95
(Flores, 2022) y en las variedades Sarchimor y Bourbon (Aguilar, 2022). Por lo cual, el objetivo
de este trabajo fue determinar el efecto en el crecimiento vegetal de dos variedades de café
con distinto grado de susceptibilidad a la roya del café inoculadas con distintas especies de

hongos micorrizicos arbusculares a nivel de invernadero.

Materiales y Métodos

El experimento se establecio en el invernadero de Fitopatologia del Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), ubicado en la ciudad de
Zapopan, Jalisco. Los materiales biolégicos utilizados fueron plantas de café (Coffea arabica
L.) de dos variedades, una susceptible a la roya (Caturra) y otra resistente a ella (Oro Azteca),
y cinco tipos de indculos de HMA: dos mono-especies: Funneliformis mosseae, Rhizophagus
intraradices y dos consorcios: Cerro del Metate (CM), aislado de muestras de suelo del Cerro
del Metate, municipio de Tzitzio, Michoacan (Trinidad et al., 2017) y Las Campesinas (LC)
aislado de muestras del suelo de Las Campesinas, Municipio de Madero, Etlcuaro, Michoacan
(Trinidad et al., 2017) y un control sin esporas de HMA.

Trasplante de las plantas de café e inoculacién de los HMA

Se utilizaron plantas de café con dos hojas verdaderas, las cuales se trasplantaron a macetas
de 5 kg que contuvo sustrato compuesto por: suelo, arena y agrolita (60:30:10; v/v/v)
esterilizado en autoclave (120°C, 1.05 kg cm?, 6 h). Las plantas se inocularon al momento del
trasplante en el &rea de la raiz con 100 esporas de HMA por planta y se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero con control de humedad, mediante dos riegos a capacidad de
campo por semana.

Disefio experimental

Se establecié un experimento completamente al azar con 10 tratamientos y 10 repeticiones
cada uno. Los tratamientos consistieron en la combinacion de dos factores de estudio: variedad
de café (dos niveles: Caturra, Oro Azteca) e inéculo de HMA (cinco niveles: F. mosseae, R.

intraradices, consorcio CM, consorcio LC y sin HMA). A los 30 meses del establecimiento del




experimento se realizé un muestreo destructivo final, se separé la parte aérea de la raiz para
ser cuantificados.

Variables de respuesta y andlisis estadistico

A los 30 meses se evaluaron las variables de respuesta siguientes: altura de la planta (AP)
partiendo de la base del tallo hasta el 4pice de la ultima hoja con una cinta métrica; volumen
foliar (VF) por medio de una probeta graduada; volumen de raiz (VR); peso fresco de la parte
aérea (PFPA) por medio de una balanza analitica y peso fresco de raiz (PFR). El analisis
estadistico consistio en un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de Tukey (p < 0.05)
mediante el paquete estadistico StatGraphics (StatPoint, 2005).

Resultados y Discusion

Efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas de café

La variable altura de la planta como se muestra en la Figura 1, denota mejores resultados en
la variedad Caturra que es susceptible a la roya que en la variedad Oro Azteca que es
resistente a la roya. Para la variedad Caturra el mejor tratamiento, con el que se obtiene una
mayor altura, se observd con el consorcio Cerro del Metate, seguido de F. mosseae y R.
intraradices, sin embargo, esta altura es similar a la obtenida en el control que no contiene
HMA. Por otra parte, la variedad Oro Azteca, aunque tuvo menores alturas presentd una mayor
diferencia con respecto al control y se obtuvo la mayor altura con el consorcio Las Campesinas,
seguida por el consorcio Cerro del Metate. De manera general, en ambas variedades, se
obtiene un mejor resultado con el uso de consorcios que con el uso de mono-especies de HMA
para esta variable. Anteriormente, se ha evaluado la influencia de los HMA en la altura de las
plantas, se ha reportado que en cafia de azlcar el tratamiento con el uso de HMA superé en
altura de planta a un tratamiento con un testigo que us6 100% fertilizacién quimica. Asimismo,
en café se ha observado un aumento de la altura en un 45% utilizando como in6culo R. clarus
(Hernandez et al., 2021). Esto es benéfico ya que en un periodo corto de tiempo como lo son

5 meses, plantas de café inoculadas con un consorcio de HMA pueden alcanzar alturas

superiores a 30 cm y ser trasladadas a campo optimizando el tiempo de permanencia en vivero
(Flores, 2022).
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Figura 1. Efecto de distintos in6culos de HMA en la altura de plantas de café resistentes (Var.
Oro Azteca) o susceptibles (Var. Caturra) a la roya del café (Hemileia vastatrix) en condiciones
de invernadero después de 30 meses de establecido el experimento. Letras distintas indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05). Las barras en cada rectangulo
indican + el error estandar.

En cuanto al volumen foliar, como se observa en la Figura 2A, se obtienen mejores resultados
en la variedad Caturra en comparacion con la variedad Oro Azteca, a excepcion del tratamiento
con el consorcio Cerro del Metate, que incluso es el mejor tratamiento para el caso de la
variedad Oro Azteca, seguido del tratamiento con F. mosseae, sin embargo, el tratamiento con
R. intraradices fue el mejor para la variedad Caturra, seguido del consorcio Las Campesinas,
pero en este ultimo no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en comparacion al
control sin HMA. De acuerdo con Del Aguila (2016), con el uso de HMA, la produccion de &rea
foliar de café en vivero se incrementa entre 10 al 263% con respecto a los controles. En este
caso, esa aseveracion no se cumple para la variedad Oro Azteca al utilizar como in6culo a R.
intraradices y para la variedad Caturra al utilizar como inéculo el consorcio Cerro del Metate
con el que se obtiene un valor incluso menor que con el control, ni al utilizar F. mosseae. El
incremento en el area foliar se atribuye a la capacidad de los HMA de formar una red extensiva
de hifas extrarradicales, que permite una mayor exploracion de suelo, lo que favorece la
actividad fotosintética y la nutricion (Cristébal et al., 2022).

Los HMA pueden incrementar la intensidad de ramificacion de las raices (Flores, 2022), como
se observa en la Figura 2B, se obtienen mejores resultados para el volumen radicular con la
variedad Caturra, sin embargo, el mejor resultado se obtiene con el control sin HMA, seguido

del consorcio Cerro del Metate y de F. mosseae. Para el caso de la variedad Oro Azteca, el




mejor resultado se obtuvo con el consorcio Cerro del Metate seguido de F. mosseae y se
observa una mayor diferencia entre el control sin HMA.
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Figura 2. Efecto de distintos inéculos de HMA en el volumen foliar (A) o radical (B) en plantas
de café resistentes (Var. Oro Azteca) o susceptibles (Var. Caturra) a la roya del café (Hemileia
vastatrix) en condiciones de invernadero después de 30 meses de establecido el experimento.
Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05). Las barras
en cada rectangulo indican * el error estandar.

Con respecto al peso fresco de la parte aérea, como se puede observar en la Figura 3A, para
la variedad Caturra se obtuvo el mejor tratamiento con R. intraradices, seguido del consorcio
Las Campesinas, mientras que para la variedad Oro Azteca el mejor tratamiento fue con el
consorcio Cerro del Metate, seguido de F. mosseae. De acuerdo con Rodriguez (2001), el

volumen radical tiene mucha relacion con el peso fresco y existe una influencia positiva de una

mayor cantidad de raices para la planta, lo que podria explicar el efecto de bioproteccién de




los HMA al disminuir el dafio de nematodos cerrandoles de alguna manera los espacios de

infeccidn, que resultan en raices mas ramificadas y largas.
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Figura 3. Efecto de distintos in6éculos de HMA para el peso fresco de la parte aérea (A) o radical
(B) en plantas de café resistentes (Var. Oro Azteca) o susceptibles (Var. Caturra) a la roya del
café (Hemileia vastatrix) en condiciones de invernadero después de 30 meses de establecido el
experimento. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
(p=<0.05). Las barras en cada rectangulo indican * el error estandar.

En este sentido, la variedad Oro Azteca tuvo el mismo comportamiento para volumen radical,

lo que podria confirmar esta relacion, pero no aplica lo mismo en el caso de la variedad Caturra.

La raiz micorrizada tiene ventajas sobre la no micorrizada porque el micelio externo se extiende




a mayor distancia que los pelos radicales absorbentes, lo cual favorece el crecimiento y
produccién de materia seca (Barrera, 2012). En el caso del peso fresco de raiz, como se
observa en la Figura 3B, el mejor resultado para la variedad Caturra se obtiene con F. mosseae
seguido de R. intraradices y del consorcio Las Campesinas, pero en el caso de la variedad Oro
Azteca, el mejor resultado se obtiene con el consorcio Cerro del Metate, seguido de F.
mosseae y del consorcio Las Campesinas.

Conclusiones

Se observé una tendencia en la variedad resistente a la roya (Oro Azteca) con respecto al
in6culo del consorcio Cerro del Metate y en segundo lugar con Funneliformis mosseae con los
cuales se genera un mayor crecimiento en las variables de respuesta de volumen foliar,
volumen radical, peso fresco de la parte aérea y peso fresco de la raiz, con excepcién de la
altura de la planta, en la que el mejor resultado se obtuvo con el consorcio Las Campesinas,
lo que muestra una mejor respuesta de las plantas de café a los consorcios. En el caso de la
variedad susceptible a la roya (Caturra), se observé un mayor crecimiento con las mono-
especies utilizadas y en segunda instancia con los consorcios de los HMA, predominando la
afinidad con el consorcio Las Campesinas. Distintas variedades de una planta de café
presentan respuestas de crecimiento diferentes ante los mismos tratamientos de HMA.
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Resumen

Las enfermedades post-cosecha son la principal causa de pérdidas de calidad en el fruto de
aguacate. México es el principal productor y exportador de aguacate en el Mundo con 1.8
millones de toneladas producidas en el 2021 y el 29.3% a nivel global. Por lo que las
enfermedades post-cosecha son inherentes a su produccién y exportacion de aguacate a
mercados nacionales e internacionales. Los patdégenos causan el deterioro de la calidad el
fruto llegando a ocasionar perdidas entre 20 a 40% en cortos periodos de refrigeracion y hasta
un 95% en largos periodos de refrigeracion. Neofusicoccum parvum es un hongo patégeno
gue ya ha sido reportado como causante de enfermedades en frutos (mancha negra) y en
ramas (muerte regresiva) de aguacate en México, hongo cosmopolita y tiene una amplia
distribucion geogréfica en areas tropicales y subtropicales. Por otro lado, las enfermedades
transmitidas por alimentos del género Escherichia [de la familia Enterobacteriaceae, de bacilos
anaerobios facultativos Gram-negativos, de metabolismos fermentativo y/o respiratorio] tienen
una amplia gama de huéspedes a los cuales tienen que sobrevivir para provocar la infeccion
o intoxicacion. Ante la necesidad global de reducir el uso de fungicidas/bactericidas sintéticos,
es necesario integrar sistemas de control alternativos, que sean de bajo costo, efectivos y
reconocidos generalmente como seguros (GRAS). Los compuestos GRAS que se pueden
utilizar deben de tener actividad antifungica/bactericida y actividad inductora de mecanismo de
defensa en el fruto, ya que se pretende su futura aplicacién in vivo. Se evalud el crecimiento
celular de N. parvum y E. coli aplicando tratamientos-no-quimicos a base de quitosano y
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compuestos naturales (GRAS). El efecto de los tratamientos-no-quimicos sobre el crecimiento
del micelio fue diferente. El efecto de los tratamientos-no-quimicos sobre el crecimiento (UFC)
de E. coli (ATCC8739) fue diferente entre los tratamientos. Los tratamientos-no-quimicos
presentaron actividad antifingica para N. parvum aislado de frutos de aguacate en

postcosecha y antimicrobiana para E. coli.

Palabras clave: Persea americana Miller, enfermedades, fungicida, bactericida

Introduccién

Las enfermedades post-cosecha son la principal causa de pérdidas de calidad en el fruto.
México es el principal productor y exportador de aguacate en el Mundo con 1.8 millones de
toneladas producidas en el 2021 y el 29.3% a nivel global (FAOSTAT, 2020; SIAP, 2020). Por
lo que las enfermedades post-cosecha son inherentes a la produccion y exportacion de
aguacate a mercados nacionales e internacionales. Aunque se ha detectado al complejo de
especies de C. gloeosporioides como causante de antracnosis y a Lasiodiplodia theobromae
como causante de pudricion peduncular, hay otros patdgenos que también estan presentes en
el fruto al momento de la cosecha y son de gran importancia. Estos patdégenos causan el
deterioro de la calidad el fruto llegando a ocasionar perdidas entre 20 a 40% en cortos periodos
de refrigeracion y hasta un 95% en largos periodos de refrigeracion (Herrera-Gonzéalez et al.,
2020).

Neofusicoccum parvum es un hongo patégeno que ya ha sido reportado como causante de
enfermedades en frutos (mancha negra) y en ramas (muerte regresiva) de aguacate en México
(Molina-Gayosso et al., 2012; Becerra-Morales et al., 2019) y pudricion peduncular en Nueva
Zelanda (Hartill y Everett, 2002). N. parvum es un hongo cosmopolita y tiene una amplia
distribucion geografica en areas tropicales y subtropicales. Las enfermedades transmitidas por
alimentos del género Escherichia [de la familia Enterobacteriaceae, de bacilos anaerobios
facultativos Gram-negativos, de metabolismos fermentativo y/o respiratorio] tienen una amplia
gama de huéspedes a los cuales tienen que sobrevivir para provocar la infeccion o intoxicacion.

Por lo que el sector salud y la industria alimentaria han hecho esfuerzos en la deteccion




obligatoria de este patdgeno en frutas y verduras. Ademas de realizar analisis de riesgos
rigurosos (HACCP, analisis de riesgos y puntos criticos de control). Por lo que unas de las
areas de investigacion son la busqueda de mejoras o alternativas para el control y prevencion
de patdgenos transmitidos por los alimentos (Li et al., 2010; Ramos-Garcia et al., 2012).

Ante la necesidad global de reducir el uso de fungicidas, es necesario integrar sistemas de
control alternativos a los fungicidas quimicos, que sean de bajo costo y efectivos reconocidos
generalmente como seguros (GRAS). Uno de estos compuestos, el quitosano, biopolimero
policatiénico capaz de formar peliculas, activar mecanismo de defensa en el fruto (efecto
inductor) y actividad fungicida. Las sales organicas o inorganicas también tienen efecto
inductor y fungicida. Ademas, otros compuestos naturales como el acido salicilico, silicato de
sodio y el aceite esencial también tienen actividad antimicrobiana e inductora de mecanismo
de defensa en frutos (Herrera-Gonzalez et al., 2020; 2021).

Aunque los compuestos naturales o tratamientos-no-quimicos se usan en el control de
patdgenos su aplicacion para el control del deterioro de frutos y hongos causantes de
enfermedades en aguacate, asi como su uso como bactericida o bacteriostatico es escaso.
Por lo que esta investigacion tiene como objetivo determinar el efecto antifingico o bactericida

de tratamientos-no-quimicos sobre el crecimiento in vitro de N. parvum y E. coli.

Materiales y Métodos

Se utilizaron cepas de N. parvum proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia
Alimentaria del Laboratorio Integral de Ingenieria en Alimentos del Instituto Tecnoldgico de
Tepic, el cual fue aislado de frutos de aguacate. La cepa fue reactivada en agar papa dextrosa
e incubada a 27°C + 1°C por tres dias. La cepa de E. coli (ATCC 8739) también fue
proporcionada por el mismo laboratorio. La cual fue activada en agar soya tripto-caseinay 10%
de extracto de levadura y se incubaron por 48 ha 37°C + 1°C por 48 h, después en una solucién
salina de triptona pancreatica se ajustd una concentracion de 1 x10° unidades formadoras de

colonias por mL (UFC) (absorbancia 21, 405 mn). Después se realizé una diluciéon a 10°

UFC/mL, la cual fue utilizada posteriormente.




Para la preparacion de los tratamientos-no-quimicos a base de quitosano y compuestos
naturales, se solubilizé quitosano a 0.5, 1 y 1.5%, asi como soluciones madres de sorbato de
potasio, acido salicilico (solucion alcalina con hidroxido de potasio 10%), silicato de sodio,
benzoato de sodio y se realizaron nanoemulsiones a base de quitosano y aceite esencial de
canela al 2.5%, la mezcla fue homogenizada a 10,000 rpm por 10 min y estabilizada con
ultrasonido a una amplitud de 60 por 5 min. Las mezclas de los tratamientos-no-quimicos se
muestran en el Cuadro 1. Todos los tratamientos fueron usados in vitro para ambos patégenos,
N. parvum y E. coli. En ambos patdgenos se prepararon los medios: papa dextrosa y soya
tripto-caseina mas el tratamiento-no-quimico. La incubacion para N. parvum fue a 27°C = 1°C
por 72 h'y para E. coli 37°C £ 1°C por 48 h. N. parvum fue inoculado en el centro de la caja de
Petri con micelio de tres dias de edad. En el caso de E. coli, se vacié la mezcla de agar y
tratamiento-no-quimico en la caja de Petri m&s 100 pL de una suspension a una concentracion
de 10° UFC, se realizaron 20 movimientos en forma del nimero ocho, para lograr que la
bacteria se dispersara en el medio.

Variables evaluadas

Al finalizar la incubacién de N. parvum se midi6 el diametro del micelio con un vernier digital y
se expreso en milimetros de crecimiento de cada tratamiento. Para E. coli se contabilizo el
namero de colonias que crecieron expresado como UFC por caja de Petri.

Se seleccionaron 4 muestras de N. parvum tratadas con tratamientos-no-quimicos, para la
microscopia electrénica de barrido, los tratamientos seleccionaos fueron Qui 1.5%, Qui 0.5%
+ Sorbato, Qui 0.5% + salicilico y NanoAEC. Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido
(2.5%), se eliminaron las burbujas con vacio. Se hicieron tres lavados con buffer fosfato
soresen (pH 7.1, 1 M) por 20 min. Después se realizo tres de lavados de etanol con gradientes
de 10%, desde 30% hasta 90%. Las muestras fueron secadas con CO2 por 40 min (Sandri-
780A) y se fijaron en el portamuestras y se recubrieron con oro en una ionizadora de metales
(lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) por 15 min. Las muestras se observaron en un
microscopio electrénico de barrido (JEOL- JSM 6390) operado a 10 Kv y se realiz6 en la unidad
de microscopia electronica, Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental uni-factorial, siendo los tratamientos-no-quimicos (Cuadro 1)

el factor de variacién. Se realizaron andlisis de varianza con el programa estadistico




STATISTICAL (StatSoft Inc., 2014) y los datos fueron presentados como un promedio + error

estandar.

Cuadro 1. Componentes de las mezclas de tratamientos-no-quimicos en el control in vitro de N.
parvum y E. coli.

No. Mezcla de compuestos Clave
1  Quitosano 0% (control) Qui 0%
2  Quitosano 0.5% Qui 0.5%
3 Quitosano 1.0% Qui 1.0%
4 Quitosano 1.5% Qui 1.5%
5 Quitosano 0.5% + Sorbato de potasio 1% Qui 0.5% + Sorbato
6  Quitosano 0.5% + Acido salicilico 2% Qui 0.5% + salicilico
7  Quitosano 0.5% + Silicato de sodio 2% Qui 0.5% + Silicato
8 Quitosano 0.5% + Benzoato de sodio 2% Qui 0.5% Benzoato
g Quitosano/nanoemulsion 50/50% (Quitosano 0.5% + 50 Qui 50/50% (Qui +
Nanoemulsién Chi 2% y aceite esencial) NanoAEC)
10 Quitosano/r_lgnoemulsién 75/_25% (Qu_itosano 0.5% + 50 Qui 75/25% (Qui +
Nanoemulsion Chi 2% y aceite esencial) NanoAEC)
11 Fungicida sintético (azoxistrobin 20.51% y fludioxonil 20.51%) Fungicida
12 Nanoemulsion (Quitosano 2% y aceite esencial de canela) NanoAEC

Resultados y Discusion

Efecto Antifungico de tratamientos-no-quimicos

El efecto de los tratamientos-no-quimicos sobre el crecimiento del micelio de N. parvum se
muestra en la Figura 1. Los tratamientos-no-quimicos presentaron menor crecimiento del
micelio respecto al control (Qui 0%) con diferencias significativas (p < 0.05). Siendo este ultimo
la de mayor crecimiento, el resto de los tratamientos crecid por debajo de los 10 mm, incluso
algunos tratamientos no presentaron crecimiento o desarrollo de micelio (Qui 0.5% + Silicato,
Qui 50/50% [Qui + NanoAEC], Qui 75/25% [Qui + NanoAEC] y 12) NanoAEC). El fungicida

sintético, que es el autorizado para el tratamiento postcosecha en aguacate, presenté un bajo

crecimiento.




Crecimiento de micelio (mm)

Qui 0%
Qui 0.5%
Qui 1.0%
Fungicida I
NanoAEC -

Qui 1.5%
Qui 0.5% Benzoato -

Qui 0.5% + Sorbato
Qui 0.5% + Silicato -

Qui 0.5% + salicilico

Qui 50/50% (Qui + NanoAEC) -
Qui 75/25% (Qui + NanoAEC) -

Figura 1. Efecto de tratamientos-no-quimicos abase de quitosano y compuestos naturales sobre
el crecimiento del micelio de N. parvum incubado por 3 dias.

En la Figura 2 se muestra la apariencia de N. parvum en cajas de Petri con medio papa
dextrosa y el tratamiento-no-quimico, en algunos casos se puede observar crecimiento de
micelio desorganizado, escaso, blanco y escasamente algodonoso de forma irregular. El
micelio en el tratamiento con fungicida presentd un crecimiento bajo, pero de forma ordenada
y de apariencia esponjosa, diferente a los tratamientos-no-quimicos. En otros casos se puede
observar bajo crecimiento de forma desorganizada y un gradiente de color alrededor de la
muestra inoculada, este gradiente de color indica una interaccién entre el micelio inoculado y

el medio con el tratamiento-no-quimico.
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Figura 2. Apariencia de N. parvum en cajas de Petri con medio papa dextrosay tratamientos-no-
guimicos después de 3 dias de incubacion. 1) Qui 0%, 2) Qui 0.5%, 3) Qui 1.0%, 4) Qui 1.5%, 5)
Qui 0.5% + Sorbato, 6) Qui 0.5% + salicilico, 7) Qui 0.5% + Silicato, 8) Qui 0.5% Benzoato, 9) Qui
50/50% [Qui + NanoAEC], 10) Qui 75/25% [Qui + NanoAEC], 11) Fungiciday 12) NanoAEC.

En la Figura 3 se observan las micrografias de muestras de N. parvum tratadas con
tratamientos-no-quimicos que afectaron el desarrollo del micelio. El micelio en todos los casos
se mostré desorganizado, deshidratado, colapsado y escaso.

La aplicacion de quitosano ya ha sido reportada con accion antifingica, en patégenos aislados
de frutos de aguacate (Kaleda-Marino et al., 2018; Chavez-Magdaleno et al., 2019; Herrera-
Gonzélez et al., 2022). Este efecto antifungico se debe que el quitosano se deposita en la
superficie del micelio formando una pelicula densa que limita los procesos metabdlicos y la
interaccion con el medio. Por su naturaleza policationica, el quitosano interactiia con la pared
y membrana celular, lo que conduce a un desequilibrio celular, salida de moléculas

(nucledtidos, fosfatos, sustratos de enzimas, entre otros), afectando la respiracion y




funcionamiento de la célula de hongo (Bautista-Bafios et al., 2016; Herrera-Gonzélez et al.,
2021).

10k\ X500¢. “50pm

Figura 3. Micrografias de N. parvum aislado tratado con tratamientos-no-quimicos después de
tres dias de incubacién. 1) Qui 1.5%, micelio desorganizado; 2) Qui 0.5% + Sorbato, micelio
escaso; 3) Qui 0.5% + salicilico, micelio colapsado y con rupturas; 4) NanoAEC, micelio
colapsado y desordenado.

Los mecanismos de accidn antifingico de las sales es el efecto de amortiguador (modificacion
de pH) y el nivel osmdtico. El efecto amortiguador altera la integridad y permeabilidad de la
membrana del hongo. Alterando el transporte de nutrientes, que conducen a la inactivacion y
muerte celular. La reduccién de la turgencia celular colapsa y contrae los conidios y/o higas
del hongo (Rodriguez-Guzman et al., 2021). Las nanoemulsiones (particulas < 100 nm) son

una nueva herramienta en la preparacién de compuestos activos que los transporte a lugares




o sitios especificos, asi como una liberacién prolongada, mejorando las propiedades de los
compuestos activos. El quitosano por su biocompatibilidad y biodegradabilidad ha sido
aplicado en el control de patdgenos. Aunado a esto, los aceites esenciales, por su naturaleza
hidrofébica atraviesan la pared y membrana celular de los patdégenos alterando la
permeabilidad y salida de iones de calcio (Ca++), asi como de proteinas y radicales. Dentro
del patdgeno los aceites esenciales alteran el transporte activo, el flujo de electrones, el pH, la
respiracion y produccion de energia. Por lo que el patdgeno pierde su homeostasis y muere
(Chavez-Magdaleno et al., 2018; Warsito y Agustiani, 2021).

Efecto antimicrobiano de tratamientos-no-quimicos

El efecto de los tratamientos-no-quimicos sobre el crecimiento de E. coli (ATCC8739) fue
diferente (p < 0.05) (Figura 4).
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Figura 4. Crecimiento de E. coli (ATCC8739) en cajas de Petri que contenia soyay triptocaseiay
tratamientos-no-quimicos a base de quitosano y compuestos naturales, incubados por 48 h.




Siendo el tratamiento control (Qui 0%) y fungicida, los Unicos que presentaron crecimiento de
colonias de la bacteria (Figura 3). Los tratamientos a base de quitosano y compuestos
naturales no presentaron crecimiento en las 48 h de incubacion. Mientras que el fungicida,
permitido para su uso en postcosecha de aguacate, no logré inhibir el crecimiento de E. coli
(ATCC8739). Esto puede deberse a que el fungicida tiene un sitio y modo de accion especifico
en los hongos, pero no en las bacterias (azoxistrobin-Modo de accién en hongos: respiracion,
complejo lll, citocromo bcl-ubiquinol oxidasa, grupo quimico metoxi-carbamatos; fludioxonil-
modo de accion en hongos: traduccion de sefiales, MAP/histidina quinasa, sefiales de
traduccion osmotica, grupo quimico fenilpirroles) (FRAC, 2022).

Figura 5. Crecimiento de E. coli (ATCC8739) en cajas de Petri que contenia soyay triptocaseiay
tratamientos-no-quimicos a base de quitosano y compuestos naturales, incubados por 48 h. 1)
Qui 0% y 2) Qui 0.5%.

La eficiencia del quitosano como antimicrobiano ha sido bien documentado, encontrando que
las bacterias Gram-negativo, como E. coli, son susceptibles a quitosano por su naturaleza
hidrofilica (Figura 5). Ademas, la membrana externa de estas bacterias compuesta por
lipopolisacaridos y fosfolipidos orientada hacia afuera de la célula, cargada negativamente,
que interactda con la estructura policationica del quitosano alterando su permeabilidad (Xing
et al.,, 2015). Ademas, se ha demostrado que altas concentraciones de sales organicas
(benzoato de sodio y sorbato de potasio) alteran la morfologia de bacterias, descritos como
cambios en la forma y permeabilidad de la célula. Dentro de la célula, las sales producen

abundantes granulos electrodensos, membrana separada de la pared celular y citoplasma. Por




lo que suponemos que el efecto de las sales aplicadas en este experimento tuvo un efecto
sobre la ultraestructura de la bacteria E. coli (Santiesteban-Lépez et al., 2019). El afecto
antimicrobiano de la nanoemulsion, a base de quitosano y aceite esencial de canela, se debe
a las propiedades hidrofébicas que pasan a través de la membrana celular de la bacteria,
alterando la permeabilidad que conduce a la salida de iones y material celular conduciendo a
la bacteria a la muerte. Esto se debe a que los aceites esenciales tienen sitios y modos de
accion multiples (respiracion, sintesis de aminoacido y proteinas, sintesis/transporte de lipidos
e integridad/funcion de la membrana celular) (Bhavaniramya et al., 2019).

Conclusiones

Los tratamientos-no-quimicos presentaron actividad antifungica para N. parvum aislado de
frutos de aguacate en post-cosecha y actividad antimicrobiana para E. coli. En futuras
investigaciones es necesario establecer su aplicacion en pre y post-cosecha de frutos, asi
como evaluar su efecto inductor de mecanismos de defensa, de formar peliculas y evaluacion
in vivo de E. coli.
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GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS IDENTIFICADOS EN EL
TRANSCRIPTOMA DE LIMON PERSA INFECTADO POR HLB

Humberto Estrella Maldonado?®’, Ricardo Santillan Mendoza?, Carlos Gonzélez Cruz! y
Felipe Roberto Flores de la Rosat

Resumen

El Huanglongbing (HLB) es la enfermedad mas destructiva de los citricos, convirtiéndose en la
amenaza mas seria para la industria citricola alrededor del mundo. Los sintomas de esta
enfermedad estan asociados a la presencia de la a-proteobacteria “Candidatus Liberibacter
asiaticus”, restringida al floema de las plantas hospederas y diseminada por el psilido asiatico
de los citricos, Diaphorina citri. Actualmente, no existe cura para la enfermedad, provocando
que los &rboles infectados se vuelvan decadentes e improductivos y en algunos casos provoca
la muerte. Aunque no existe un cultivar inmune, en el limén Persa (Citrus x latifolia Tan.) se ha
observado cierta tolerancia de campo al HLB, sin embargo, se desconocen los mecanismos
gue confieren dicha tolerancia. Para comprender la infeccion de HLB en limén Persa se realizé
un andlisis transcriptémico utilizando hojas de plantas de limén Persa sin (asintomatico) y con
sintomas (sintomético) de HLB. Los resultados mostraron que se expresaron diferencialmente
(DE) un total de 652 genes entre las dos condiciones (asintomatica y sintomatica a HLB). En
total, 112 DEGs mostraron expresion Unicamente en la muestra asintomatica, 371 DEGs en la
muestra sintomatica, mientras que 169 DEGs mostraron expresion en ambas condiciones.
Asimismo, 195 genes mostraron una baja expresion en la hoja asintomatica, mientras 457
genes mostraron una alta expresion en hojas sintomaticas a HLB. El analisis de categorias
funcionales de los DEGs indicO que estos genes estan asociados principalmente a
metabolismo energético, metabolismo de carbohidratos, procesos genéticos, procesos de
sefializacion, procesos celulares, entre otros. En general, los resultados presentados en el
presente trabajo proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos moleculares
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involucrados a la respuesta del limén Persa ante la infeccion por HLB. De igual manera, la
evidencia mostrada en nuestros resultados contribuye a una base teérica para un mayor
estudio de la base molecular subyacente a la interaccion entre el limon Persa y la infeccion por
HLB en condiciones naturales de campo.

Palabras clave: estrés biotico, expresion diferencial, limén Persa, RNA-Seq

Introduccién

La citricultura es una actividad econémicamente importante en la fruticultura nacional, por lo
tanto, su produccion y comercializacion es un referente atractivo. De esta forma, gran parte de
la produccién citricola esta destinada a la industria, para la elaboracion de concentrados,
complementos alimenticios, bebidas, obtencion de aceites esenciales y acido citrico
(SAGARPA, 2016).

A nivel mundial, México se ha posicionado como el quinto productor de citricos, no obstante,
es el segundo exportador mundial de limas y limones consiguiendo el 18% del valor de las
ventas mundiales (SIAP, 2021). Actualmente, el pais produce un total de 6°851,000 t de
citricos, de los cuales el 60.7% corresponde a la produccion de naranjas, 27.4% de limones y
limas, 5.7% de toronjas, 5.2% de mandarinas y el 1% de otros citricos no especificados (SIAP,
2021). Referente al limén Persa (Citrus x latifolia Tan.), este cultivo ha adquirido una enorme
importancia econémica durante los ultimos 20 afios en México, el cual es reconocido como el
segundo pais productor en el mundo (Diaz et al., 2013). Ademas, los estados de Veracruz,
Oaxaca y Tabasco se han convertido en los principales productores de limén Persa al lograr
casi el 80% del total de la produccion a nivel nacional (SIAP, 2021).

Sin embargo, la citricultura mexicana enfrenta nuevos retos debido a las enfermedades
producidas por bacterias, virus, hongos, micoplasmas y otros organismos similares, que ponen
en riesgo su produccion. Entre estas enfermedades se encuentra el Huanglongbing (HLB), o
comunmente conocido como “reverdecimiento de los citricos”, considerada la enfermedad de
los citricos mas destructiva desde el punto de vista econémico en todo el mundo. A nivel

nacional, el HLB fue reportado en 2009 en el municipio de Tizimin en Yucatan (Truijillo, 2010),




debido a que los citricos se propagan de forma vegetativa, el HLB se esparcié rapidamente en
todas las regiones citricolas del pais, afectando a diversos cultivares de limén Persa. En
México, Mora-Aguilera et al. (2014) reportaron pérdidas productivas por HLB de hasta un 42%
para naranja dulce, 62% para limon mexicano y 17.3% en limén Persa. Actualmente, no existen
variedades de citricos que sean resistentes a HLB, por lo tanto, el manejo integrado regional
incluye medidas de cuarentena, uso de yemas certificadas, eliminacién del inéculo y control de
los vectores, convirtiendo a estas medidas como la Unica alternativa disponible para controlar
al HLB (Zhao, 2010).

HLB esté asociado a la proteobacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), la cual reside
en el floema de las plantas infectadas causando una enfermedad de tipo vascular (Jagoueix et
al., 1994). Los arboles infectados por HLB producen brotes cloréticos, hojas con manchas
moteadas, ademas que los frutos estan deformes, reducidos, de baja calidad y cantidad, asi
como coloracion anormal y semillas abortadas (Fu et al., 2016). Aunque no existe un cultivar
inmune, se ha descrito que los limones presentan cierta resistencia o tolerancia al HLB en
condiciones de campo (Cheema et al., 1982). Por lo anterior, con el fin de dilucidar la tolerancia
gue presentan los limones al HLB, se han realizado diversos estudios transcriptdmicos durante
la interaccion del citrico con el HLB mediante tecnologias de nueva secuenciacion con la
finalidad de desarrollar estrategias para el control de la enfermedad.

En la parcela del Campo Experimental Ixtacuaco (CEIXTA) perteneciente al INIFAP en
Veracruz, México, se observaron arboles de limén Persa que presentaban sintomas visibles a
la infeccién por HLB. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio consistié en analizar a nivel
del transcriptoma la respuesta de la infeccion por HLB en limon Persa en condiciones
naturales. El estudio transcriptdmico nos proporcionarq informacion sobre los genes

diferencialmente expresados (DEGS) en arboles que estuvieron infectados por HLB durante al

menos varios meses bajo condiciones de campo.




Materiales y Métodos

Colecta de material vegetal

Fueron colectadas hojas de arboles de limén Persa sin indicios de infeccion por HLB (hojas
asintomaticas), asi como hojas con sintomas a la infeccién por HLB (hojas sintomaticas).
Todas las muestras fueron colectadas en la parcela experimental de citricos del Campo
Experimental Ixtacuaco (CEIXTA) perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en las coordenadas 20° 2" 35.48" Ny 97°
5" 52.60” O, Veracruz, México. Todas las muestras fueron almacenadas en nitrégeno liquido
para su posterior analisis.

Extraccién de ARN total

La extraccion de ARN del tejido foliar se realizé6 usando el kit comercial Direct-zol™ RNA
MiniPrep (Zymo Research). La concentracién y pureza del ARN se determinaron con un
espectrofotometro Nanodrop One (Thermo Scientific NanoDrop Technologies, LLC,
Wilmington, DE, EE. UU.). La integridad del ARN se verificO mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% durante 30 min a 80 V.

Preparaciéon y secuenciacién de las bibliotecas mediante RNA-Seq

Las muestras de ARN fueron verificadas mediante un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies). Se utilizaron muestras de ARN con valores RIN superior a 8 para realizar la
sintesis de ADN complementario (ADNc) y su posterior secuenciacion. La secuenciacion de
las bibliotecas de ADNCc se llevo a cabo en la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UUSMB IBT-UNAM). El disefio experimental consistié en la construccién de 6 bibliotecas de
ADNCc (3 bibliotecas provenientes de hojas asintomaticas y 3 bibliotecas provenientes de hojas
sintomaticas). Posteriormente, la secuenciacion de las bibliotecas de ADNc se realizé
utilizando la plataforma Nextseq 500 lllumina. Las bibliotecas multiplexadas se secuenciaron
en una celda de flujo Unico de la para generar lecturas emparejadas de 76 pb. Cada analisis
de RNA-Seq consistio de 20 millones de lecturas por muestra.

Ensamblado del transcriptoma

Lecturas de baja calidad fueron removidas con el software FastQC (version 0.11.3) y

solamente lecturas arriba de 32 nt fueron consideradas viables para realizar los posteriores




andlisis bioinformaticos. Asi las lecturas filtradas fueron alineadas con el software Smalt
(version 0.7.6). El ensamble de novo fue realizado con el software Trinity (version 2.4)
(Grabherr et al., 2011) usando parametros predeterminados. El analisis de calidad del
ensamblaje se realizé con el software Quast (Gurevich et al., 2013) donde fueron calculados
métricas como el niumero total y longitud de los contigs usando parametros L50 y N50.
Genes diferencialmente expresados

Se realiz6 un analisis de expresion diferencial entre las muestras asintométicas y sintomaticas
por HLB. ElI mapeo de las lecturas se realizo utilizando el software Bowtie2 (Langmead y
Salzberg, 2012). Se usé el software RSEM con Bowtie2 (Li y Dewey, 2011) para contabilizar
la abundancia de transcritos. Los resultados obtenidos de la cuantificacion por RSEM se
procesaron con el paquete DESeq de R/Bioconductor (Anders y Huber, 2010). Un analisis de
distribucién de Poisson con una p ajustada a < 0,05, fue realizado para establecer genes
diferenciales. La anotacion funcional de los transcriptos fue realizada mediante los marcos de
lectura abiertos, utilizando el software TransDecoder (version 5.5.0). Se realizé un
alineamiento con Blastn y Blastx con la finalidad de alinear los marcos de lectura abierto con
un e-valor de corte de < 107° (Altschul et al., 1990). Finalmente, las secuencias de aminoacidos
de las transcripciones reguladas negativamente y positivamente se cargaron en BlastKOALA
para establecer la anotacién funcional de las secuencias.

Resultados y Discusion

Para comprender los mecanismos moleculares en plantas de limén Persa infectadas por HLB,
se llevé a cabo un andlisis transcripcional en hojas asintomaticas y sintomaticas por HLB bajo
condiciones naturales de campo. El ensamblado realizado con el programa Trinity tuvo de una
cobertura total de 118°955,352 pares de bases, 247,494 transcritos, un porcentaje de GC de
42%, N50 de 1532, ademds, 38638 contigs presentaron una longitud de 1000 pb. Los
resultados indicaron un buen reporte de calidad durante el ensamblado del transcriptoma de

limén Persa infectado o no por HLB (Cuadro 1).




Cuadro 1. Reporte de calidad del ensamblado de novo.

# de contigs ( >= 0 pb)
# de contigs ( >= 1000 pb)

Cobertura total transcrito ( >= 0 pb)

Cobertura total ( >= 1000 pb)
# de contigs

Contigs més largo

Longitud total

GC (%)

N50

N75

L50

L75

247494
38638
118955352
77458840
247494
13059
118955352
42.01
1532

567

24297
53980

Mediante la tecnologia RNA-Seq fue posible identificar los DEGs en ambas muestras (Figura

1). De esta manera, 652 genes fueron diferencialmente expresados. Los resultados indicaron

un mayor numero de genes regulados negativamente en la muestra asintomatica (457 DEGS),

mientras que, cuando la planta se encuentra infectada por HLB se mostré un mayor niamero

de genes con expresion positiva (Figura 1a). Nuestros resultados coinciden con lo reportado

en diversos analisis transcriptobmicos en respuesta a la infeccion por HLB, donde se ha

encontrado un mayor numero de genes expresados positivamente cuando la planta esta

infectada por esta enfermedad de tipo vascular (Albrecht y Bowman, 2008; Kim et al., 2009;
Anders y Huber, 2010; Aritua et al., 2013; Mafra et al., 2013; Zhong et al., 2015; Hu et al.,
2017).
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Figura 1. Andlisis DEGs evaluados en el transcriptoma de limén Persa. a) Namero de DEGs
expresados positivamente (up-regulated) y negativamente (down-regulated) en muestras
asintoméatica y sintomatica por HLB. b) Diagrama Venn de DEGs en muestras asintomatica y
sintomatica por HLB. Los numeros de cada interseccion representa el niumero de genes
detectados con al menos una lectura de esa interseccion.

Los resultados indicaron que la mayoria de los DEGs estan clasificados en diferentes rutas
gue son importantes para metabolismo energético, metabolismo de carbohidratos, procesos

genéticos, procesos de sefializacion, procesos celulares, entre otros (Figura 2).

[l Metabolismo energético
Il Metabolismo de carbohidratos
| | Procesos genéticos
[7] Familia de proteinas: sefializacion y procesos celulares
| | Familia de proteinas: procesos genéticos
| | Procesos de desarrollo
[l Biosintesis de otros metabolitos secundarios
7] Metabolismo de cofactores y vitaminas
[7] Metabolismo de aminoacidos
| Familia de proteinas: metabolismo
[] Procesos celulares

Figura 2. Clasificacion de las principales categorias descritas a partir de los DEGs identificados
en el transcriptoma de limén Persa infectado por HLB.

Lo anterior, es contundente debido a que los sintomas causados por HLB estan relacionados
a disturbios en el metabolismo de los carbohidratos al provocar un bloqueo del transporte del

floema debido al exceso de almidén, ademas de provocar un disturbio fotosintético al inhibir el




transporte de fotosintatos (Kim et al., 2009; Folimonova and Achor, 2010). En estudios
similares a nivel transcriptomico también se ha reportado que el metabolismo de los
carbohidratos y de la fotosintesis esté relacionado con genes expresados negativamente en
especies de citricos infectados por HLB (Albrecht and Bowman, 2008; Kim et al., 2009; Fan et
al., 2010; Fan et al., 2012).

Conclusiones

Un mayor numero de DEGs fueron expresados positivamente cuando la planta de limén Persa
esta infectada por HLB. La mayaria de estos DEGs estan relacionados al metabolismo
energético, carbohidratos, procesos de sefializacion y celulares, asi como procesos genéticos,
necesarios para activar mecanismos de defensa y contrarrestar los disturbios en el
metabolismo de carbohidratos y del fotosistema provocados ante la infecciéon por HLB. Los
resultados presentados en el presente estudio ayudaran a comprender los posibles factores
clave que regulan los mecanismos de defensa en el limén Persa con la finalidad de desarrollar

programas de mejoramiento genético que ayuden a combatir la enfermedad por HLB.
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PURIFICACION DE PEPTIDOS PROVENIENTES DEL VENENO DEL
ALACRAN Centruroides tecomanus Y EVALUACION DE SU ACTIVIDAD
INSECTICIDA

Manuel de Jesus Bermudez Guzman'', Juana Maria Jiménez Vargas?, Laura Leticia Valdez Velazquez?,
Gisela Jareth Lino L6pez® y Gabino Gonzalez Carrillo*

Resumen

El veneno de los alacranes constituye una fuente de compuestos bioactivos que tienen una
diversidad de funciones como antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, insecticida,
entre otras, esta Ultima de especial interés en el area agricola debido a su potencial uso
bioinsecticida para el control biologico de plagas. El objetivo de este estudio fue purificar la
totalidad de péptidos provenientes del veneno de Centruroides tecomanus y evaluar su
actividad insecticida. Se extrajo el veneno de C. tecomanus mediante estimulacion eléctrica y
se solubilizé en agua para su separacion por cromatografia de exclusion molecular (CEM). A
las fracciones obtenidas se les realizé6 un SDS-PAGE y bioensayos con grillos para detectar la
actividad insecticida. Los componentes de la FIl fueron separados por cromatografia de
intercambio iénico (Cll) y, finalmente, todos las subfracciones obtenidas de Fll se separaron
por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) para obtener péptidos
puros. Se obtuvo una cantidad de aproximadamente 1.6 g de veneno de C. tecomanus
equivalente a 5,279 alacranes. La CEM tuvo un perfil de 3 fracciones donde la FllI fue la
mayoritaria con un promedio de 73% y se determindé mediante SDS-PAGE y bioensayos con
grillos que esta fraccién contiene péptidos que estan por debajo de los 10 kDa y 40% de
actividad insecticida. Posteriormente la Fll fue separada por CII obteniéndose un total de 15
fracciones, que posteriormente fueron separadas por RP-HPLC dando como resultado al
menos 99 componentes. Los bioensayos con grillos realizados a todas estas toxinas
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identificaron actividad insecticida en 32 de ellas, de las cuales Ct-IT1 y Ct-IT2 causan paralisis
inmediata y eventual muerte de 100% de grillos a bajas dosis. Estos datos sugieren que las
Ct-IT tienen el potencial bioinsecticida para control biolégico de plagas de importancia
econOmica, por lo que resulta importante su posterior caracterizacion bioguimica mediante
espectrometria de masas y secuenciacion para obtener las insectotoxinas de manera
recombinante.

Palabras clave: alacran, toxinas, insectotoxinas, cromatografia, bioensayos

Introduccién

La produccién de alimentos constituye una actividad agricola esencial para asegurar su abasto
para la humanidad. Se estima que la poblacién mundial aumentara de 7.7 billones en 2019 a
11.2 billones para finales de siglo (Roser, 2014). En México se tiene proyectado para el afo
2030 que la poblacion alcanzara un volumen de 138°070,271 personas con una tasa de
crecimiento de 0.62% anual y para el afio 2050 llegara a 148,209,594 habitantes con un ritmo
de crecimiento menor, 0.1% anual (CONAPO, 2019). Por otra parte, los cultivos de importancia
econOmica son afectados por una gran diversidad de plagas que causan dafos directamente
a las plantas o son transmisores de enfermedades, disminuyendo asi su rendimiento. En
México las principales plagas que afectan los cultivos son gusanos, palomillas y pulgones de
una gran diversidad de especies (Ruiz et al., 2013).

Se ha hecho uso principalmente del control quimico para la disminucién de las poblaciones de
los insectos plaga que afectan a los cultivos de importancia economica. En nuestro pais, los
principales agroquimicos empleados para este proposito son insecticidas y herbicidas, los
cuales representan aproximadamente el 60% de la produccién nacional de agroquimicos, sin
embargo, estd documentado que su uso causa problemas a la salud humana y al medio
ambiente (Sharma et al., 2019). Los métodos de control biolégico de plagas constituyen una
alternativa viable al uso de agroquimicos ya que no causan dafios colaterales. En este sentido
podemos mencionar a diversos microorganismos como hongos, bacterias, baculovirus y

diversos compuestos bioactivos que se encuentran en los venenos de diversos animales (Ullah




et al., 2017). Estos Gltimos, pueden ser obtenidos por ejemplo del veneno del alacran que
normalmente es utilizado por la especie para cazar o autodefensa. Los componentes
mayoritarios del veneno de los alacranes son un grupo de proteinas compuestas de 30-80
aminoacidos que se denominan toxinas (Possani et al., 1999), de las cuales se han reportado
péptidos con actividad insecticida (Oukkache et al., 2015; Yoshimoto et al., 2019).

En el estudio del veneno del alacran C. tecomanus, Valdez-Velazquez et al. (2016),
identificaron dos péptidos con actividad insecticida que no fueron letales para mamiferos
(raton). Los pesos moleculares de estas toxinas son de 7,013 y 7,538 Da, sin embargo, su
secuencia de aminoacidos no se ha determinado experimentalmente. Otros trabajos
adicionales con el veneno de este mismo aracnido se han enfocado en la purificacién de
péptidos que afectan a los canales de sodio de mamiferos (Possani et al., 1980; Ramirez et
al., 1988). A pesar de que existen una gran cantidad de trabajos que han purificado y
caracterizado biol6gicamente toxinas con especificidad para insectos a partir de una amplia
variedad de alacranes, hasta la fecha no existen informes detallados sobre la caracterizacion
bioguimica de insectotoxinas aisladas de C. tecomanus. El objetivo de este trabajo fue purificar
y evaluar la actividad insecticida de las toxinas provenientes del veneno del alacran C.

tecomanus.

Materiales y Métodos

Colecta de alacranes y extraccion de veneno. Se colectaron alacranes de la especie
Centruroides tecomanus en el estado de Colima procedentes del municipio de Tecoman dentro
de las instalaciones del Campo Experimental Tecoman del INIFAP (18° 58' 2.52" N y 103° 50'
40.88" O). La colecta nocturna de los especimenes estuvo respaldada por el permiso oficial de
la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SGPA/DGVS/12063/2015).

Extraccion y cuantificacion de veneno de alacranes. El veneno fue extraido mediante
estimulacion eléctrica a 4 V y se solubilizé en agua destilada estéril. Las muestras de veneno
fueron secadas en una centrifuga concentradora por vacio (MaxiVac) a 1,500 rpm y 30°Cy se
almacenaron a -20°C. Para todos los pasos metodolégicos donde se menciona la

cuantificacion de muestras, esta se realizé6 mediante la medicién de la absorbancia a 280 nm




asumiendo que cada unidad de absorbancia equivale a 1 mg/mL de proteina. Para lo anterior,
se utilizaron los espectrofotometros Evolution 300 UV-VIS (Thermo Scientific), cuando se
cuantificaron muestras de veneno soluble y fracciones procedentes de CEM y CIl, y el
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), cuando se cuantificaron muestras procedentes de RP-
HPLC.

Cromatografia de exclusién molecular (CEM) de veneno soluble de C. tecomanus. El
veneno se rehidratdé en 1.5 mL de agua destilada estéril, se cuantificé y fue separado en una
columna cromatogréafica de exclusion molecular utilizando como fase estacionaria el polimero
Sephadex G-75 (Pharmacia) y como fase movil el buffer acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. Se
empled un sistema automatizado de colector de fracciones hasta eluir la totalidad del veneno
con un flujo por gravedad. Las fracciones obtenidas fueron cuantificadas y se graficaron contra
el volumen de elucion.

SDS-PAGE de veneno y fracciones de C. tecomanus. El gel de electroforesis en una
dimension bajo condiciones desnaturalizantes se realiz6 de acuerdo con el procedimiento
descrito por Gallagher (1995) utilizando el sistema de Bio-Rad para montar los geles. Se utilizd
marcador de peso molecular de 10-250 kDa (PageRuler Prestained, Thermo Scientific) y se
corrio el gel a un voltaje de 40 V durante 1 hy a 70 V el resto de la corrida. Finalmente, el gel
se tifio con solucion de azul de Coomassie y se escaneo para su documentacion.
Cromatografia de intercambio i6nico de la fraccion Il del veneno de C. tecomanus. La
columna que contiene carboximetilcelulosa como fase estacionaria fue equilibrada utilizando
10 volumenes de acetato de amonio 20 mM pH 4.7. La fraccion Il obtenida de varias CEM se
introdujo a la columna. Se eluyeron todos los componentes con un gradiente lineal con NaCl
de 0a 0.5 My un flujo de 1 mL/min con ayuda de una bomba peristéltica y fueron cuantificados.
Se grafico la absorbancia contra el volumen de elucién y el gradiente de NaCl. Las fracciones
se almacenaron a 4°C.

Purificacion de componentes del veneno de C. tecomanus de subfracciones de Fli
mediante RP-HPLC. Se utilizaron las subfracciones de la Fll del veneno procedente de la CII
y fueron sometidas a RP-HPLC. Para lo anterior, las subfracciones fueron aplicadas dentro de
una columna analitica de fase reversa C18 (250 X 4.6 mm, con un tamafo de particula de 5
pMm). Los componentes del veneno fueron purificados utilizando un gradiente lineal de 10 a

60% de solvente B (acetonitrilo en 0.1% de TFA) durante 75 min previo equilibrio con solvente
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A ([gua en 0.12% de acido trifluoroacético (TFA)]. Las fracciones fueron colectadas
manualmente monitoreando la absorbancia a 230 nm con ayuda de un sistema de deteccion
de diodos y se secaron utilizando una centrifuga concentradora por vacio (Maxivam) a 1,500
rom y 30°C. Se almacenaron las muestras a -20°C.

Bioensayos con grillos y estimacion de ladosis letal media (DL50). La actividad insecticida
de los componentes purificados por cromatografias secuenciales CEM-CII-RP-HPLC se
evaluaron utilizando grillos (Acheta domesticus) los cuales tuvieron un peso promedio de 0.3
g. Para los bioensayos, 20 o 30 ug de cada péptido fueron inyectados por via subcutanea en
la parte lateral entre el tercer y cuarto segmento abdominal del grillo en un volumen de 10 uL
utilizando agua destilada estéril. Como control negativo se inyectaron 10 grillos con agua. Los
grillos estuvieron en observacion durante 24 h. Los signos de intoxicacion que se midieron
fueron “no toxico”, cuando el comportamiento de los grillos fue idéntico al control; toxico,
cuando mostraron paralisis temporal, pero se recuperaron después de 24 h y “letal” cuando los
individuos murieron (Valdez et al., 2016).

Resultados y Discusion

La cantidad de veneno soluble obtenida por alacran fue de 333.61 + 66.42 ug de proteina.
Possani et al. (1980) determinaron un rendimiento similar en la misma especie con un valor de
574 + 184 ug de proteina por alacran. Los altos valores de desviacién estandar pueden
deberse a el almacenamiento de un volumen variable de veneno en el telson de cada alacran
(van der Meijden et al., 2015). Se extrajo el veneno de 5,279 alacranes obteniéndose
aproximadamente 1.6 g de veneno. La Figura 1 muestra el perfil cromatografico de exclusion
molecular (CEM) donde se cargaron 171.81 mg de veneno soluble del alacran C. tecomanus.
Se obtuvo un perfil de 3 fracciones correspondientes a diferentes pesos moleculares de los
componentes del veneno de alacran.

La fraccion Il fue la méas abundante y representa un promedio del 73.25% del veneno soluble.
Perfiles de CEM similares al obtenido en este estudio (tres fracciones) fueron reportados
previamente en los afios 80s para la misma especie de alacran (Possani et al., 1980; Ramirez

et al., 1988), sin embargo, se observaron diferencias en la abundancia de las fracciones | y I,




gue en este trabajo representaron 6.3 y 72.1%, respectivamente. Estas diferencias en
abundancia de Fl y Fll pueden deberse a la optimizacién de uso del veneno que realizan los
alacranes a través de respuestas evolutivas, plasticidad fenotipica y mecanismos de
comportamiento (Evans et al., 2019).
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Figura 1. CEM del veneno soluble de C. tecomanus.

Se cargaron aproximadamente 171.81 mg de proteina del veneno soluble sobre una columna
con Sephadex G-75, equilibrada con buffer de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. Las proteinas
se eluyeron con el mismo buffer con flujo por gravedad. Las fracciones se nombraron FlI, Fll y
FllI (Figura 1).

La Figura 2 muestra un perfil electroforético en gel de poliacrilamida, el carril 4 es la separacion
de la fraccion Fl y se obtuvieron bandas de elevado peso molecular (25 y 70 kDa), las cuales
probablemente corresponden a enzimas fosfodiesterasas, fosfolipasas y metaloproteasas
(Amorim et al., 2019). La FII (carril 5) contiene péptidos de bajo peso molecular en el rango de
los 10 kDa, que se presentaron como una banda gruesa; esta fraccion contiene las
neurotoxinas que son los componentes mas abundantes (53%) en C. tecomanus (Valdez et
al., 2013). Finalmente, en el carril 6 (FIll) se observa una banda difusa por debajo de los 10
kDa, probablemente correspondiente a péptidos antimicrobianos (Wang y Wang, 2016). La
comparacion con otros perfiles electroforéticos de veneno total como el de los alacranes C.

edwardsii y C. margaritatus evidencio perfiles diferentes, sin embargo, de manera similar se




observa una banda gruesa de bajo peso molecular por debajo de los 14 kDa (Estrada et al.,
2014), sugiriendo que un grupo de componentes de bajo peso molecular (toxinas de afectan a
canales ionicos) contenidas en el veneno de los alacranes estan altamente conservados en
diferentes especies. Los carriles 2 y 3 son veneno crudo (directo del alacran) y veneno soluble
(solubilizado en agua) y se obtuvieron patrones de bandas idénticos, indicando que no se

perdieron componentes durante el proceso de solubilizacion.
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Figura 2. SDS-PAGE al 20% de veneno y fracciones de C. tecomanus obtenidas por CEM. 1:
Marcador de peso molecular 10-250 kDa (PageRuler Prestained, Thermo Scientific); 2: Veneno
crudo; 3: Veneno soluble; 4, 5y 6: Fracciones I, Il y Ill, respectivamente. Para cada carril se
cargaron 30 ug de proteina.

En el Cuadro 1 se muestra el resumen de los bioensayos realizados con las tres fracciones
(FI, FIl'y Flll) procedentes de la CEM en grillos de la especie Acheta domesticus después de
24 horas de la inyeccién. La Fll causo toxicidad, los grillos se paralizaron inmediatamente
después de la inyeccién debido a que en esta fraccion se encuentran los péptidos especificos
para canales de Na* (Valdez et al., 2013) que pueden alterar los pulsos eléctricos en el sistema
nervioso del grillo causando la paralisis o incluso la muerte. Los grillos presentaron paralisis,
temblores en patas, desorientacion y salivacion excesiva, signos provocados por toxinas 3 con
especificidad en insectos (excitatorias y/o depresantes) del veneno de alacranes de acuerdo
con lo reportado en la literatura (Zlotkin et al., 2000). Las fracciones Fl y Flll no fueron

analizadas por contener enzimas y péptidos antimicrobianos (AMPS), respectivamente, los

cuales no fueron objeto de este estudio.




Cuadro 1. Porcentajes de toxicidad de los bioensayos realizados en grillos inyectados con 25
pg de proteina de las fracciones de C. tecomanus procedentes de CEM. Control: Sales de acetato
de amonio resuspendidas en solucién fisiolégica PBS 1X. FI, Fll y Flll: Fracciones I, 1l y Ill,
respectivamente.

Fracciones Grillos Proteina (ug) %CSC %Paralisis %Muerte
Control 10 25 100% 0 0

FI 10 25 30 70 10

Fll 10 25 0 100 40

Flll 10 25 100 0 0

CSC: Comportamiento Similar al Control.

La Figura 3 muestra un perfil de Cll de la Fll de C. tecomanus donde se introdujeron a la
columna 149.43 mg de proteina. Para obtener una mayor cantidad de toxinas se realizaron
otras 5 Cll cuyos perfiles fueron idénticos en todos los casos. Al realizar el gradiente lineal con
NaCl de 0 a 0.5 M, se obtuvieron un total de 15 subfracciones, considerando los componentes

gue no se adhirieron a la columna.
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Figura 3. Perfil cromatografico de la Fraccion Il de C. tecomanus realizada por intercambio
cationico utilizando carboximetilcelulosa como fase estacionaria y buffer de acetato de amonio
20 mM, pH 4.7 como fase movil. Se cargaron 149.43 mg de proteina. C: Muestra cargada; G:
Inicio de gradiente; L: lavado.

En el estudio de Ramirez et al. (1988), los componentes toxicos y letales para mamifero (raton)
fueron localizados en las ultimas fracciones eluidas con el gradiente de NaCl (FI1.19-FIl.24), y
son homologos a las fracciones FII.12 y FII.13 del presente estudio. Por otra parte, los
componentes de veneno denominados FIl.1-FII.18 por Ramirez et al. (1988) son homdlogos a

las fracciones FIl.1-FIl.11 de este estudio (Figura 3) y no fueron téxicos para raton a dosis




elevadas de hasta 100 ug. Estos datos indican que las insectotoxinas estan localizadas en
estos componentes.

La separacion mediante RP-HPLC de todos los componentes de la Fll de C. tecomanus se
llevaron a cabo con un gradiente de 10-60% de B en 75 minutos. En la Figura 4 se muestra el
perfil cromatografico obtenido por RP-HPLC de la Fll.2; se observan tres picos mayoritarios
(FI.2.12, FI.2.13 y FIl.2.14). También se muestra una imagen insertada con los grillos
paralizados por la Fll.2. Se realizé el mismo procedimiento para el resto de las fracciones de
la Cll. Los perfiles cromatogréaficos de los componentes FIIPXC, FIl.1 y FIl.2 fueron similares
(datos no mostrados), sugiriendo un arrastre de los componentes entre fracciones
cromatograficas.

En el Cuadro 2 se muestra un resumen de todos los péptidos de C. tecomanus que presentaron
actividad insecticida, aunque en total se obtuvieron al menos 99 componentes mediante la ruta
CEM-CII-RP-HPLC, la cual tiene la ventaja de reducir la complejidad del veneno al separar
pequefios componentes moleculares (<1kDa) y proteinas de alto peso molecular (> 10kDa)
durante la CEM (Erdes et al., 2014). Las fracciones FII.1.5, FIl.4.11, FII.5-6.7 y FII.9-10PXC.4-

2, presentaron elevados porcentajes de muerte sobre los grillos (83.33-100%).

Absorbancia a 230 nm (mAU]
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Figura 4. Perfil cromatografico de 90 ug de Fll.2 del veneno de C. tecomanus obtenido mediante
RP-HPLC con una columna C18y eluido con un gradiente lineal de solvente A (0.12% de TFA en
agua) y 10-60% de solvente B (0.10% de TFA en ACN) durante 75 minutos. Los numeros
corresponden alos picos purificados. Las fotos insertadas corresponden a muerte por fraccién
FIl.2 completa.




Cuadro 2. Resumen de los péptidos con actividad insecticida purificados del veneno de C.
tecomanus mediante RP-HPLC con unacolumna C18y eluido con un gradiente lineal de solvente
A (0.12% de TFA en agua) y 10-60% de solvente B (0.10% de TFA en ACN) durante 75 minutos.

Tiempo de retencion Péptido Inyeccié Ensayo Porcentaje de

\LCE aleceol (min) (ug) n (ug) (grillos) Muerte (grillos)
1 FII.1.3 42 69.75 30 2 50
2 Fl.1.5(Ct-IT1) 44 525 30 6 100
3 FIl.1.6 455 58 30 1 100
4 Fll.2.12 42.25 64.4 30 2 50
5 Fll.2.14 44.26 157.6 30 5 100
6 FII.3.5 40.77 38.05 30 1 0

7 FII.3.6 42.92 104.7 30 3 66.66
8 FIL.3.7 45.26 34.84 30 1 0

9 Fll.4.6 36.2 120.7 30 3 0
10 Fll.4.11 43 334.4 30 6 83.33
11  FIL.5-6.3 33.14 72.34 30 2 0
12 FII.5-6.7 (Ct-IT2) 42.42 1304.35 30 6 100
13 FI.5-6.8 43.95 156 30 4 75
14  FI.5-6.9 45.56 102.9 30 € 33.33
15 FI.5-6.10 49.22 169.6 30 5 20
16 FIl.7.7 45.93 482.5 20 6 0
17  FI.7.8 47.9 138.9 20 6 0
18 FIl.7.11 53.75 33.9 20 1 100
19 FI.8.3 39.28 704.8 20 6 16.66
20 FI.8.4 41.1 163.8 20 3 0
21 FI.85 44.03 178.6 20 3 33.33
22  FI.8.7 51.41 120.4 20 5 16.66
23 FI.8.8 52.36 214.5 20 5 0
24  FIL.9-10 PXC.1 39 1154.4 20 6 0
25 FI.9-10 PXC.4 43.5 206.1 20 5 33.33
26  FI.9-10PXC.2-2 36.57 1228.8 30 6 33.33
27  FI.9-10PXC.3-2 37.85 112.8 30 3 33.33
28 FIL.9-10PXC.4-2 39.61 220.3 30 3 100
29 FIl.9-10.1.2 32.48 56.3 20 2 0
30 FIL.9-10.1.5 37.6 201.6 20 5 0
31 FIll.11.41 35.6 437.3 30 6 50
32 FI.11.4.3 40.65 133.2 20 6 83.33

PXC: Pasado por columna; se refiere a componentes de veneno que no se adhirieron a la columna de
carboximetilcelulosa de la CII.




En particular, el péptido FII.1.5 al ser inyectado ocasioné movimientos descoordinados en los
grillos, los cuales quedaron paralizados de forma inmediata a los pocos segundos y
permanecieron asi con signos de espasmos 0 contracciones en patas. Este efecto es
caracteristico de toxinas B depresantes y fue reportado por Zlotkin et al. (2000), sugiriendo que
el péptido FIl.1.5 de C. tecomanus es una potente insectotoxina.

Las insectotoxinas aisladas de los venenos de los alacranes cominmente son expresadas de
forma recombinante porque se encuentran en concentraciones bajas; por ejemplo, la
insectotoxina LghIT5 representa un 0.5% del veneno crudo de Leiurus quinquestriatus
hebraeus (Moskowitz et al., 1998), de manera similar la toxina Im-1 representa un 0.12% del
veneno total de Isometrus maculatus (Miyashita et al., 2010). En este trabajo los péptidos
FI.1.5 y FII.5-6.7 representan 2.1 y 1% del veneno total de C. tecomans, respectivamente. Lo
anterior representa un obsticulo para subsecuentes experimentos donde las toxinas son
requeridas a mayores cantidades para una diversidad de ensayos (actividad insecticida,
antifingica, anticancerigena, antiviral, analgésica, espectrometria de masas, secuenciacion,
etc.). En este trabajo los péptidos FIl.1.5 y FIl.5-6.7, fueron denominados como Ct-IT1 y Ct-
IT2, respectivamente, donde las primeras dos letras corresponden al género y especie de
donde se aislaron (Centruroides. tecomanus) y las dos siguientes letras se derivan del inglés
“insect toxin”. Finalmente, el numero indica la cantidad y orden de las insectotoxinas que se
han aislado de este aracnido. Los péptidos Ct-IT son las primeras insectotoxinas purificadas
de C. tecomanus.

Conclusiones

El rendimiento promedio de veneno por alacran de aproximadamente 333.61 ug de proteina
permiti6 obtener una cantidad aproximada de 1,662.25 mg, suficiente para la purificacion y
caracterizacion de las insectotoxinas. El desdoblamiento de la Fll a través de la ruta de
purificacion CEM-CII-RP-HPLC permiti6 la obtencion de al menos 99 componentes

individuales. La caracterizacion biolégica mediante bioensayos con grillos identificé dos toxinas
(Ct-IT1 y Ct-IT2) con elevada actividad insecticida (100% de muerte) a dosis de 30 ug.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD
INSECTICIDA PROVENIENTES DEL VENENO DEL ALACRAN Centruroides

tecomanus

Manuel de Jesls Bermidez Guzman?'', Laura Leticia Valdez Veldzquez?, Juana Maria Jiménez Vargas?,
Fernando Zamudio® y Gisela Jareth Lino Lépez#

Resumen

El veneno de los alacranes contiene compuestos bioactivos con actividad insecticida con
potencial uso para control biolégico de plagas de importancia econdmica. El objetivo del
estudio fue caracterizar bioquimicamente los péptidos con actividad insecticida provenientes
del veneno del alacran Centruroides tecomanus. A partir de fracciones del veneno de C.
tecomanus purificadas previamente mediante cromatografias secuenciales se obtuvieron 32
componentes con actividad insecticida, a los cuales se les determin6é su masa molecular
mediante el sistema de ionizacion de espectrometria de masas acoplada a cromatografia de
liquidos (LC/MS). Para la secuenciacion de los péptidos, estos fueron sometidos directamente
a reacciones de degradacion de Edman para obtener secuencias parciales de los extremos N-
terminal. Para obtener las secuencias completas de los péptidos, estos fueron digeridos con la
enzima proteolitica GluC y los productos fueron separados por cromatografia liquida de alta
resolucion de fase reversa (RP-HPLC). Finalmente, los fragmentos generados fueron
nuevamente secuenciados y ensamblados. Los resultados obtenidos mediante espectrometria
de masas evidenciaron la presencia de péptidos con masas moleculares de entre 3,051.49-
7,569.86 Da, las cuales la mayor parte corresponden a toxinas que afectan a canales de sodio.
Estas toxinas con actividad insecticida fueron comparadas con las reportadas previamente
para C. tecomanus. Finalmente, Ginicamente fueron obtenidas las secuencias completas de Ct-

IT1y Ct-IT, que en ambos casos tuvieron una longitud de 63 residuos aminoacidos. Ademas,
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estas insectotoxinas fueron las toxinas mas potentes y se encontraron en mayor cantidad. El
resto de las toxinas no se secuenciaron porgue no estaban puras (contenian de dos a tres
péptidos) o porque la cantidad de péptido fue insuficiente. Los resultados de este estudio
permitiran realizar una serie de andlisis bioinforméticos con las secuencias primarias obtenidas
(alineamientos multiples de secuencias, analisis filogenéticos, modelado por homologia, entre
otros) para comprender mas a detalle la especificidad hacia insectos de las toxinas Ct-IT.

Palabras clave: alacran, insectotoxinas, espectrometria de masas, secuenciacion de Edman

Introduccién

El veneno es una mezcla compleja de componentes de origen proteico y no proteico. Entre
estos Ultimos se han identificado agua, mucosa, nucleétidos, mucopolisacaridos, lipidos,
metales y compuestos inorganicos; mientras que los componentes de origen proteico estan
formados por proteinas de elevado peso molecular y péptidos de entre 2-10 kDa (Tobassum
et al., 2020). Los péptidos son clasificados en dos categorias: péptidos con puentes disulfuro
(DBPs, por sus siglas en inglés) y péptidos que no tienen puentes disulfuro (NDBPs, por sus
siglas en inglés) (Almaaytah y Albalas, 2014). La mayoria de los DBPs contienen tres a cuatro
puentes disulfuro en su estructura tridimensional estabilizados por cisteinas (Mouhat et al.,
2004). Estos péptidos se subclasifican en funcion del canal i6nico transmembranal
dependiente de voltaje al que presentan afinidad: Nav (canales de sodio), Ky (canales de
potasio), Cav (canales de calcio) o CIC (canales de cloruro) (Duefias et al., 2020). La
modificacidén de estos canales ibnicos (receptores) por la interaccidén con los péptidos (ligando)
del veneno del alacran provocan alteraciones en el funcionamiento normal del canal, lo que
desencadena los sintomas de envenenamiento en los organismos afectados (Housley et al.,
2017).

Los péptidos con afinidad a Nav se clasifican en toxinas a y toxinas 8 en funcién de su efecto
fisioldgico y propiedades de union. Las toxinas a y B que afectan a Nav también se pueden

clasificar de acuerdo con los canales idnicos de los organismos blanco que afectan. Los grupos

de toxinas donde se encuentran las insectotoxinas son toxinas a anti-insecto (activas en




insectos), toxinas B excitatorias con selectividad anti-insecto y toxinas B depresantes con
selectividad anti-insecto (Pedraza y Possani, 2013).

La insectotoxina AalT fue la primera toxina purificada del veneno de un alacran: Androctonus
australis. AalT es una toxina excitatoria de cadena larga especifica para insectos y esta
compuesta de 70 aminoacidos con cuatro puentes disulfuro (Zlotkin et al., 1971). La
especificidad de AalT hacia los insectos fue demostrada a nivel de individuo y a nivel tisular
(Zlotkin et al., 2000). La toxina Im-3 comparte similitud con toxinas  de alacran que afectan
especificamente a canales de sodio de insectos. Esta toxina tiene una masa molecular de
6,894 Da, la cual fue determinada por analisis ESI-LC/MS. La estructura primaria de Im-3 fue
determinada por analisis de secuenciacién de Edman y contiene 63 aminoacidos.

En otro trabajo, la toxina Am IT (Insectotoxina de Androctonus mauretanicus) fue purificada y
secuenciada, los andlisis de similitud de secuencias sugieren que se trata de una toxina de
tipo B y los bioensayos en larvas de cucarachas demostraron que tiene propiedades de toxina
anti-insecto. Esta toxina parece ser estructural y funcionalmente similar a la toxina anti-insecto
AaH IT4 (Oukkache et al., 2015). En México, hay un reporte de una insectotoxina llamada
Phaiodotoxina aislada del alacran Anuroctonus phaiodactylus y clasificada como un péptido de
cadena larga que afecta a los canales de sodio. Sin embargo, no se especifica si se trata de
una toxina a anti-insecto o alguna toxina B excitatoria o depresante con selectividad anti-
insecto. La phaiodotoxina esté formada por 72 aminoacidos, tiene una masa molecular de
7,971 Day es letal para grillos a dosis de 1 ug/grillo y no toxica para ratén (Valdez et al., 2004).
El objetivo del estudio fue caracterizar bioquimicamente mediante espectrometria de masas y
secuenciacion por degradacion de Edman las masas moleculares y secuencias primarias de
péptidos con actividad insecticida purificados del alacran C. tecomanus.

Materiales y Métodos

Material bioldgico. Se utilizaron péptidos purificados del alacran Centruroides tecomanus con

actividad insecticida, los cuales fueron obtenidos mediante procesos cromatograficos de

acuerdo Bermudez-Guzman et al. (2022).




Andlisis de espectrometria. Los péptidos purificados se resuspendieron en agua tipo | estéril
y se cuantificaron. Se hicieron alicuotas con 2 microgramos de cada péptido, los cuales fueron
diluidos en acetonitrilo al 50% conteniendo acido acético al 1% a una concentracion final de
entre 0.1 a 0.5 mg/mL y fueron inyectados directamente dentro del sistema de ionizacion de
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de liquidos (LC/MS) (Valdez et al., 2016).
Para lo anterior, se utilizé6 un espectrometro de masas LCQ Fleet (Thermo Fischer Scientific)
con sistema de ionizacion por electrospray (ESI), analizador de masas de cuadrupolo y sistema
de deteccion de fotodiodos (PDA). Los valores de las masas moleculares de los péptidos
calculados por el equipo fueron comparados con los calculos manuales. Para lo anterior, se
utilizaron los valores de la relacion masa/carga (m/z) de las series i6nicas obtenidas en la
salida de datos. Estos valores fueron utilizados para la determinacion de las masas
moleculares de cada uno de los componentes analizados de acuerdo con la resolucién del
siguiente sistema de ecuaciones, donde se asume que ply p2 son picos adyacentes y difieren
por una unidad de carga, la cual es equivalente a la adicién de un solo protén. Dicho sistema
de ecuaciones se detalla a continuacion. De las ecuaciones 2 y 3 se determinan las incognitas:
Mry z1.

p=m/z Ecuacion 1
pl=Mr+2z1)/z1 Ecuacion 2
p2 = [Mr + (z1-1)] / (z1-1) Ecuacion 3

Donde, p = un pico en el espectro de masas;

m = masa total de un ion

z = carga total

Mr = masa promedio del péptido

pl = valor de m/z para pl

p2 = valor de m/z para p2

z1 = carga sobre el pico p1l.

Secuenciacion de péptidos mediante degradacién de Edman. Primero fueron reducidos y
alquilados 100 pg de cada péptido purificados previamente mediante RP-HPLC vy

espectrometria de masas. Para la reduccién de los péptidos, estos fueron resuspendidos en
50 pL de buffer Tris-HCI (200 mM), pH 8.6 conteniendo EDTA (1 mg/mL) y cloruro de guanidina
(6 M); a esta mezcla se adicionaron 2 mg de ditiotreitol (DTT) previamente resuspendidos en




50 pL de la misma mezcla, haciendo un volumen total de 100 yL. Posteriormente, se incubaron
las muestras a 55°C durante 45 minutos en un tubo de 1.5 mL cubierto con papel aluminio para
proteger la muestra de la luz. Después de atemperar la muestra unos 30 segundos a
temperatura ambiente se agregaron 2.5 mg de iodoacetamida y se incubaron las muestras
durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, los péptidos reducidos
y alquilados fueron purificados mediante RP-HPLC bajo las condiciones descritas por
Bermudez et al. (2022) para eliminar los excesos de reactivos empleados en la reduccién y
alquilacion.

Nuevamente, los péptidos fueron secados como se describidé anteriormente y 0.5 nmoles de
cada uno fueron utilizados para la determinacion de las secuencias polipeptidicas del N-
terminal utilizando el sistema automatizado de degradacion de Edman en un secuenciador de
proteinas PPSQ-31A (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.) utilizando los reactivos y
procedimientos recomendados por el fabricante. Previo a la digestion proteolitica de los
péptidos se llevé a cabo la prediccion de las secuencias, para lo cual se llevaron a cabo analisis
BLAST para cada péptido parcial en la base de datos de NCBI y en una base de datos local
con secuencias de alacranes del género Centruroides. Posteriormente, los péptidos fueron
digeridos utilizando las enzimas proteoliticas: tripsina, Glu-C y/o Asp-N, segun sea el caso.
Para lo anterior, se utilizaron como sustrato 50 ug de cada péptido reducido y alquilado, los
cuales fueron resuspendidos en buffer NHsHCOs 100 mM, pH 7.8 o Tris-HCI 100 mM, pH 7.8
y en cada caso se agreg6 la cantidad de enzima recomendada el fabricante. Las muestras
fueron incubadas a 37°C toda la noche. Los péptidos digeridos fueron separados por RP-
HPLC, secados y cuantificados segun lo descrito por Bermudez et al. (2022). Estos fragmentos
nuevamente fueron secuenciados y se determinaron sus masas moleculares por
espectrometria de masas como se describié anteriormente. Las masas moleculares
experimentales fueron cotejadas con las masas moleculares teéricas de los fragmentos
obtenidos. Finalmente, con ayuda del programa bioinformatico CLC Main Workbench versién

8.1 se generaron las secuencias completas de los péptidos a partir de los fragmentos digeridos

y secuenciados.




Resultados y Discusion

A partir de las series i6nicas de los péptidos purificados de C. tecomanus se determinaron sus
estados de carga y masas moleculares de acuerdo con el sistema de ecuaciones mencionado
en materiales y métodos. En la Figura 1 se muestra un ejemplo del espectro de masas de la
toxina Ct-IT1, las masas moleculares de todas las toxinas con actividad insecticida calculadas

con el sistema de ecuaciones coincidieron con las determinadas por el equipo en todos los

casos.
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Figura 1. Analisis de espectros de masas de la toxina Ct-IT1 utilizando el espectrometro LCQ-
Fleet con sistema de ionizacion por electrospray (ESI).
Los numeros con signo + sobre los valores de m/z de las series i6nicas indican el estado de carga.

Las masas moleculares de los péptidos purificados en este trabajo estuvieron en un rango de
entre 3,051.49-7,569.86 Da. Estas masas corresponden a las esperadas para péptidos de
cadena corta (3,000-4,500 Da) y cadena larga (6,000-8,000 Da) (Miyashita et al., 2010), los
cuales corresponden a las toxinas de potasio y sodio, respectivamente (Guerrero et al., 2012;
Kawachi et al., 2013; Valdez et al., 2013). En el trabajo de Valdez et al., (2013), el analisis

proteémico en C. tecomanus reveld la presencia de componentes en el rango de 259-44,392




Da, los cuales fueron agrupados de la siguiente forma segun las masas moleculares obtenidas:
200-1,000 Da (8.7%), 1,000-5,500 Da (47%), 5,500-8,500 Da (33.7%) y 8,500-44,392 Da
(10.6%). Estos datos nos confirman que las masas moleculares determinadas en este estudio
de la FlIl de C. tecomanus corresponden principalmente a toxinas que afectan a canales de
sodio.

Un total de 14 masas moleculares de los componentes determinados en este estudio
corresponden a los reportados previamente por Valdez et al., (2013) para C. tecomanus, los
cuales tuvieron un rango de variacion menor a 1 Da. Esta es la variacion aproximada del equipo
LCQ Feet para la determinacion de masas moleculares de péptidos en el rango de 7,000 Da
(Garcia et al., 2020). Previamente, Valdez et al., (2018), exploraron la actividad insecticida de
componentes del veneno de C. tecomanus y reportaron dos componentes con masas
moleculares de 7,013 y 7,538 Da que fueron letales para grillos y no téxicos para ratones y
acociles. De los dos componentes mencionados, en este estudio solo fue posible identificar el
componente de 7,013 Da que se encontrdé en las fracciones FII.7.2, FII.9-10.1.5 y FII.9-
10PXC.3-2 y cuyas masas moleculares se detallan en el Cuadro 1.

En otras especies del mismo género Centruroides, también se detectaron coincidencias en
masas moleculares de los componentes purificados. Las masas moleculares de 5,162.37
(FI1.9-10PXC.4), 7,167.61 (FI1.8.6) y 6,987.77 Da (Ct-IT2) (Cuadro 1) también se encontraron
en C. ornatus (Garcia et al., 2020). Esta ultima masa molecular representa un componente
mayoritario en C. tecomanus y presento alta actividad insecticida. Ademas, otro componente
de 7°097,49 Da (FII.5-6.8) se encontrd en C. hirsutipalpus (Valdez et al., 2018). Esto sugiere
que estas toxinas podrian estar altamente conservadas en el género Centruroides, sin
embargo, se deben comparar sus secuencias primarias para confirmarlo. El analisis por
espectrometria de masas de las fracciones FIl.1.5 y Fll.2.14 permitié6 determinar que se trata

del mismo componente (Ct-IT1) ya que se obtuvieron las masas moleculares de 6°857.85 y

6°857.18 Da, respectivamente.




Cuadro 1. Relacion de masas moleculares de péptidos con actividad insecticida procedentes

del alacran C. tecomanus.

Fraccion Masa molecular (Da)
1 FIl.1.3 7,090.16
2 FII.1.5 (Ct-IT1) 6,857.85
3 FIl.1.6 6,812.24; 6,829.39; 3,502.1
4 Fll.2.12 7,090.37
5 Fll.2.14 6,857.18
6 FI1.3.5 7,089.8; 6,856.7
7 FII.3.6 7,062.22; 7,046.1
8 FII.3.7 6,869.93; 6,854.70
9 Fll.4.6 6,199.94, 6,646.39; 4,477.17
10 Fll.4.11 7,061.4
11 FI1.5-6.3 7,291.15; 3,897.51; 7,307.1
12 FI1.5-6.7 (Ct-IT2) 6,987.77
13 FI1.5-6.8 7,097.49
14 FII.5-6.9 7,042.25; 6,210.64; 7,069.8
15 FII.5-6.10 6,986.95; 7,003.7
16 FIl.7.7 6,853.35
17 FI1.7.8 6,855; 6,836
18 FIl.7.11 6,588.5
19 FI1.8.3 6,332.52
20 Fil.8.4 7,451.94; 6,333.6
21 FII.8.5 6,837.31
22 FII.8.7 6,574.01
23 FI1.8.8 6,588.62
24 FI.9-10 PXC.1 7,291.15
25 FI1.9-10 PXC.4 6,988.14, 5,162.37
26 FI.9-10PXC.2-2 7,291.73
27 FI1.9-10PXC.3-2 7,569.86,; 7,014.45
28 FII.9-10PXC.4-2 6,987.74; 5,162.87
29 FI1.9-10.1.2 3,858.17; 3,501.49; 4,083.1
30 FI1.9-10.1.5 7,013.66; 4,295.8
31 FIl.11.4.1 7,289.82; 7,387.7
32 FIl.11.4.3 7,346.71

PXC: Pasado por columna; se refiere a componentes de veneno que no se adhirieron a la columna de
carboximetilcelulosa de la cromatografia de intercambio iénico.




El analisis de espectrometria de masas de la regién C-terminal de las toxinas Ct-IT permitio
determinar que el extremo C-terminal estd amidado. Muchos péptidos procedentes de los
venenos de alacranes estan amidados en su extremo C-terminal mediante modificaciones
postraduccionales, lo cual es muy importante para la funcion bioldgica correcta de los péptidos
(Delgado et al., 2019). Es muy probable que las toxinas Ct7 y Ct25 no estén en su forma
madura ya que ambas contienen sefiales de amidacién (Gly seguida de uno o dos aminoacidos
basicos) en su extremo C-terminal: Gly64 y Lys65. Estos aminoacidos pueden ser eliminados
mediante una modificacion postraduccional en la que el enlace peptidico con Lys se escinde
mediante accion de una carboxipeptidasa y el NH3* del residuo Gly64 es unido al extremo C-
terminal de Gly63 mediante la accion de una enzima de a-amidacién (Merkler, 1994).

Los péptidos Ct-IT1 y Ct-IT2 aparentemente tienen este proceso postraduccional. La
eliminacion enzimética de estos dos residuos, Gly-Lys, en el extremo C-terminal, fue descrita
previamente por Guerrero et al. (2012), en las toxinas Tol, To2 y To3 del escorpion T.
obscurus. En otro estudio, Coelho et al. (2014), evaluaron la afinidad por los canales de sodio
de las toxinas Tsl maduras (amidadas) y su isoforma Ts1-G (no amidadas) y observaron
menor afinidad en esta Ultima, confirmando la importancia de la amidacion en el extremo C-
terminal sobre la actividad Ts1 en el escorpion T. serrulatus.

Por otra parte, en relacion con la secuenciacion, un total de 6 péptidos fueron analizados (Ct-
IT1, FIl.4.11, Ct-IT2, FII.8.3, FII.8.5 y FII.9-10PXC.2), de los cuales se obtuvieron secuencias

parciales de sus extremos amino terminal de entre 17 y 54 aminoécidos (Figura 2).
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Figura 2. Secuenciacion parcial de los extremos amino terminal de péptidos de C. tecomanus
mediante degradacion de Edman.




Para poder determinar la estructura primaria completa de las toxinas Ct-IT1 y Ct-IT2, estas
fueron digeridas con la enzima GIluC, previamente seleccionada mediante analisis proteolitico
in silico a partir de la toxina Ct7 reportada por Valdez et al. (2013), la cual fue seleccionada de
la base de datos de NCBI debido a su elevado porcentaje de identidad con las toxinas Ct-IT.
Los productos de la digestién fueron purificados por RP-HPLC segun lo descrito por Bermudez
et al. (2022). Las masas moleculares tedricas (de fragmentos obtenidos in silico) de la toxina
Ct-IT1 y algunas masas moleculares experimentales de componentes mayoritarios de la
misma toxina se muestran en la Cuadro 2. El componente mayoritario con tiempo de retencion
de 16.51 min (datos no mostrados) tuvo una masa molecular experimental de 1,176 Da, sin
embargo, el analisis de escision proteolitica realizado al péptido Ct-IT1 con GluC mostr6é una
masa molecular de 1,121 Da para dicho fragmento. Esta diferencia de masa se debe a que
dicho fragmento contiene modificaciones postraduccionales: una Cys62 carboxamidometilada
(masa promedio de 57 Da; se debe sumar a la masa tedrica), y un carboxilo terminal de la
Cys62 amidado por el grupo NH3* de la Gly63 ubicada en el C-terminal (-1 Da), lo que da como
resultado una masa molecular teorica de 1,177 Da, similar a la masa molecular experimental
obtenida (Cuadro 2).

Cuadro 2. Escisién proteolitica in silico y experimental de la toxina Ct-IT1 de C. tecomanus con
la enzima GluC para la determinacion de la secuencia completa del péptido.

L, ., Masa Masa molecular
Posicion Posicion . .
o . Longitud Fragmento molecular experimental
inicial final , .

tedrica (Da) (Da)

1 9 9 KDGYPMNSE 1,040.11 1,039.25

10 25 16 GCKISCVIGNTFCDTE 1,689.93 ND

26 46 21 CKMLKASSGYCWTLGLACYCE 2,330.79 ND

47 50 4 GLPE 414.45 414

51 53 3 NVE 360.36 ND

54 63 10 VWDKATNKCG 1,121 1,176

La identidad del fragmento correspondiente al tiempo de retencion de 16.51 min se confirmoé
por secuenciacion por degradaciéon de Edman y tiene 10 residuos aminoacidos (posicion 54-

63) que coinciden con el carboxilo terminal del péptido Ct-IT1; ademas se empalma con la




secuencia parcial de 54 residuos aminoacidos obtenidos previamente. De manera similar se
obtuvo la secuencia completa del péptido Ct-IT2 (Figura 3).

Secuenciado directamente (Edman) ‘GIUC

80
|
A) CHIT1 KDGYPMNSEGCKISCVIGNTFCDTECKMLKASSGYCWTLGLACYCEGLPENVEVWDKATNKCG
Secuenciado directamente (Edman) GluC
80

B) CHT2 KDGYPMDSKGCK ISCLISDTFCDTECKMKKAKSGYCYSRGLACWCEGLPENVEVWDKATNKCG

Figura 3. Secuencias de aminoacidos completas de las toxinas Ct-IT1 y Ct-IT2. El fragmento del
amino terminal obtenido mediante secuenciacion directa (Verde) se ensambl6 con el fragmento
digerido con GluC del carboxilo terminal (Rojo).

Conclusiones

La caracterizacion quimica de Ct-IT1 y Ct-IT2 mediante espectrometria de masas evidencio
masas moleculares de 6,857.85y 6,987.77 Da, respectivamente, y permitié determinar que los
extremos C-terminal de estas insectotoxinas estan amidados.

Este analisis también confirmé que las fracciones FII.1.5 y FIl.2.14 son el mismo componente
(Ct-IT1). La secuenciacion por degradacion de Edman proporcioné las secuencias primarias
completas de los péptidos Ct-IT con una longitud de 63 aminoacidos para ambas
insectotoxinas.
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SISTEMA DE INMERSION POR GRAVEDAD MEJORA EL DESARROLLO DE
PLANTULAS DE PITAHAYA

Gabriela Hernandez Hernandez?", Genaro Pérez Jiménez? y César Romero Morante?

Resumen

El trabajo se desarroll6 con el objetivo de valorar la eficiencia de los sistemas de incubacion
(BIG, cultivo in y ex vitro en medio liquido), de pitahaya (Hylocereus spp.) bajo camaras de
iluminacién LED (rojo, azul, verde y fluorescente). Se utilizaron semillas de pitahaya colectadas
en el municipio de Tehuacén Puebla, los tratamientos fueron: T1; cultivo ex vitro T2; cultivo in
vitro, T3; BIG, se utiliz6 el medio de cultivo al 30%, sin agar, mas 0.5 mg/L de AGs (acido
Giberelico) y piridoxina (vitamina Bs) 0.3 mg/L. Se habilitaron cuadros con luz LED, en
espectros de color rojo, azul, verde y un testigo con luz fluorescente; la temperatura fue de
19°C + 3°C. El diseiio experimental fue de bloques completamente al azar generalizado, las
variables a evaluar: porcentaje de germinacion (Ger), largo de la raiz (Lr), largo del tallo (LT),
largo de los cotiledones (LC), didmetro del tallo (DT), peso fresco de la plantula (PP), peso de
la raiz (PR), peso del tallo (PT), peso del cactus (PC) y eficiencia luminica (EL). Los datos se
analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y se registraron a los 53 dias sistema
BIG, 64 in vitro y 180 ex vitro. Los resultados, para el sistema BIG LF en la fecha 4 (11 dias
después de la siembra) fue del 93.75%, superior a los demas sistemas, en cuanto a las
variables fisioldgicas se observé en el sistema BIG Luz LR y LR datos diferentes en eficiencia
luminica y LIQ estimula el crecimiento de la raiz. El sistema BIG constituye una herramienta
eficaz para la multiplicacion in vitro de pitahaya, en adiccion con luz artificial LED las plantulas

muestran mayor crecimiento, tal es el caso de la luz verde en raiz y cotiledones.

Palabras clave: cultivo in vitro, cotiledones, espectros
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Introduccién

La aplicacion del cultivo de tejidos in vitro, contribuye a la propagacién masiva de especies con
importancia econémica que permite obtener material vegetal representativo de la variabilidad
genética; representa un método generador de una alta cantidad de plantulas en un corto tiempo
y espacios reducidos (Pérez et al., 2015).

El empleo de medios liquidos es primordial para lograr la automatizacion de los procesos de
cultivo in vitro (Chavez et al., 2018). Sin embargo, el contacto constante de los explantes con
el medio de cultivo liquido provoca efectos negativos sobre los tejidos de los brotes, bien sea
por hiperhidricidad o hipoxia (Pérez et al., 2012). El desorden fisiologico es eliminado o
minimizado mediante la agitacion del medio de cultivo liquido o sistemas que permiten la
aireacion parcial o continda (Farah y Majd, 2012), al respecto, para reducir o eliminar este
problema se proponen sistemas donde el explante esté en contacto intermitente con el medio
liguido y se produzca una renovacion continua de la atmosfera del envase para evitar
acumulacioén de gases téxicos como el etileno (Mancilla et al., 2021).

El uso de biorreactores de inmersion por gravedad (BIG) se han convertido en una eficiente
herramienta para la micropropagacion, debido a que incrementa la multiplicacién y mantiene
la pureza genética de los explantes, ademas, es posible controlar los tiempos de inmersién y
reducir problemas de hiperhidricidad (frecuentes en sistemas de cultivo en medios liquidos)
(Stefano, 2020). Mediante el uso de este sistema de micropropagacion se puede incrementar
considerablemente el coeficiente de multiplicacion de brotes en comparacion con las formas
convencionales de propagacion.

El desarrollo de explantes en condiciones in vitro se modula a partir de cuartos de crecimiento,
donde la luz puede afectar el desarrollo de las plantas ya sea como calor o por el espectro
emitido de las fuentes de energia. La composicion espectral, intensidad, direccion y fotoperiodo
son aspectos que cambian y afectan su crecimiento por la excitaciébn que perciban los
fotorreceptores contenidos en los tejidos activos de crecimiento (Stefano, 2020). Segun Montiel
(2017), el comportamiento de muchos cultivos depende de la calidad, intensidad y fotoperiodo
de la luz que reciben, debido a varias enzimas involucradas en el desarrollo. Sin embargo, la
bibliografia documentada aun es escasa. El presente estudio tiene como objetivo evaluar los

sistemas de incubacion, bajo camaras de iluminacién artificial LED en plantula de pitahaya.




Materiales y Métodos

El experimento se establecié en los laboratorios del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo experimental San Martinito, localizado en
el municipio de Santa Rita Tlahuapan, Puebla. Se colectaron frutos de pitahaya (Hylocereus
spp.) en el municipio de Tehuacan, Puebla; posteriormente los frutos se llevaron a laboratorio
para identificar y extraer el material seminal. La seleccion de semillas fue visual a la calidad
fisica, sin dafios mecanicos o patoldgicos.

Ensamble de sistema de inmersidn por gravedad

El sistema BIG estuvo compuesto por dos frascos de cultivo de 250 mL de capacidad, uno
para el crecimiento de brotes y otro como reservorio de solucion. Los frascos de cultivo se
conectaron entre si por una manguera de silicona de seis milimetros de didmetro mediante
conectores que atravesaron la parte baja de los frascos. El medio de cultivo circul6 de un frasco
de cultivo a otro en dependencia de la gravedad. La presion del aire fue proveniente de un
compresor de la marca TRUPER® de 2 hp de potencia que fue conectado a un temporizador
programable de la marca VOLTECK® a un minuto cada ocho horas de frecuencia de
inmersion. A la entrada de los frascos de cultivo y en cada tapa se colocaron filtros hidrofébicos
(0.22 pm, MIDISART® 2000, de la compafia SARTORIUS) para garantizar la esterilidad del
aire.

Establecimiento ex vitro

Se establecieron semillas de pitahaya previamente seleccionada y caracterizada, colocando
100 semillas en cada caja petri de plastico, con una base de papel absorbente para mantener
la humedad, esto en seis repeticiones por cuatro tratamientos desde la siembra a la
germinacion.

Tratamientos in vitro

Se introdujeron cuatro frascos de plastico con 25 mL de medio de cultivo y un trozo de algodén
como soporte, cada uno con cuatro semillas de pitahaya previamente tratadas.

Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962), al 30%, sin agar, mas

0.5 mg/L de AGs (acido Giberelico) y piridoxina (vitamina B6) 0.3 mg/L.




Acondicionamiento de camaras de incubacion

Se habilitaron cuadros con luz LED, en espectros de color rojo (LR), azul (LA), verde (LV) y un
testigo con luz fluorescente (LF); se utilizé un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas de
oscuridad, programado por un temporizador Steren®, se calculdo el flujo de fotones
fotosintéticos (DFFF) con un luxémetro (Steren®, modelo HER-408) donde se obtuvo que para
el espectro rojo fue de 63.1 Lu m2-1, azul de 40.9 Lu m2-1, verde 26.7 Lu m2-1y el testigo de
65.1 Lu m2-1, la temperatura dentro de cada camara de ambiente se mantuvo constante entre
19°C + 3°C.

Disefio experimental

El disefio experimental fue de bloques completamente al azar generalizado, con un arreglo
factorial 4 x 3, con seis repeticiones por cada tratamiento; las variables a evaluar: Largo de la
raiz (LR), largo del tallo (LT), largo de los cotiledones (LC), diametro del tallo (DT), peso fresco
de la plantula (PP), peso de la raiz (Pr), peso del tallo (PT), peso del cactus (PC), eficiencia
luminica (EL).

Los datos se tomaron a partir de los 53 dds (dias después de la siembra) en el sistema BIG,
180 dds en el cultivo ex vitro y 64 dds en el in vitro, dichos datos se analizaron por medio de
un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el procedimiento GLM del SAS (Statical Analysis
System, Ver. 9.4), donde se mostraron diferencias estadisticas se realiz6 una comparacién

multiple de medidas con la prueba de Tukey, en un nivel de significancia del 95%.

Resultados y Discusion

La Figura 1 muestra el porcentaje de germinacion de acuerdo a cuatro fechas, inciso a) seis
dias después de la siembra, se observa 45.8% del total en germinacion en LR, dato superior
a los demas sistemas, sin embargo, en la fecha cuatro correspondiente a los 11 dias después
de la siembra se nota un incremento en el sistema BIG LF 93.75%, LR 81.25%, LA 75%, LV
81.25%, en cuanto al medio liquido LR 83%, LA 66.6%, LV 50%, LM 83%, LB 87.5% y en el
medio solido LR 20.8%, LA 8.3%, LV 25%, LM 4.1%, y LB 8.3%, datos que confirman que
durante la fase de germinacion la luz LED no es un factor determinante, sin embargo, la

consistencia del medio de cultivo si modifica la germinacion.
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Figura 1. Comparacion de medias por Tukey por fecha de muestreo. A) Datos de la fecha 1; B)
Datos de la fecha 2: C) Datos de la fecha 3: D) Datos de la fecha 4; BBL: BIG luz fluorescente;
BRL: BIG luzroja; BAL: BIG luz azul; BVL: BIG luz verde; LB: medio liquido luz fluorescente; LR:
medio liquido luz roja; LA: medio liquido luz azul; LM: medio liquido luz morada LV: medio
liquido luz verde; SB: medio solido luz fluorescente; SR: medio solido luz roja; SA: medio sélido
luz azul; SV: medio solido luz verde; SM: medio solido luz morada.

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) mostraron que para la variable de viabilidad
GER (Cuadro 1), se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.0005) en la
interaccion de luz por sistema (LxS), por lo cual, podemos deducir que el sistema en el que se
siembra la semilla adicionada con luz artificial LED influye en la activacion del metabolismo y
proceso de respiracion para el crecimiento del embrién, asi como en otros procesos de
desarrollo de las plantas, tales como la elongacion y floracion.

Las variables fisiologicas en respuesta a la luz LED mostraron valores altamente significativos
en DT, EL y valores significativos en Lr, LC, PC, asi como, en los efectos fisiolégicos en
reaccion con el sistema de incubacion en donde se establecieron, se observan valores

significativos en todas las variables, por ultimo, en la interaccion luz por sistema, las variables;

LR, LC, DT, PCy EL, son altamente significativos.




Cuadro 1. ANOVA efectos de la interaccion sistemas de incubacion y diferente luz LED en
plantulas de pitahaya.

. . Cm*
\% Media Luz Sistema

LxS Error R? Cve

Variable de viabilidad
Ger 2078  10.265 1.429 * 0.84 0.72 44.86

Variables fisiol6gicas
LR 10.24 284.75* 1141.2* 206.28** 30.08 0.7 53.56
LC 13.11 36.61* 9.46ns 9.29** 3.012 0.5 13.23
DT 1.35 2.23** 5.54* 0.05** 0.055 0.84 17.27
PC 4.81 66.34* 1654.81* 66.36** 0 0.99 0.25
EL 19.14 1150** 24927.6* 1152.2** 31.5 0.96 29.32

CM*: cuadrados medios; CV¢: coeficiente de variacion; R2: Coeficiente de determinacion; *: significativo (p <
0.0005); **: altamente significativo (p<.0001); ns: no significativo al (p < 0.5). LR: largo de la raiz; LC: largo de las
cotiledéneas; DT: diametro del tallo; PC: peso de las cotiledéneas; EL: eficiencia luminica; LF: luz fluorescente;
LR: luz roja; LA: luz azul; LV: luz verde.

El Cuadro 2 muestra la comparacion de datos obtenidos por Tukey en donde se observo que
en el sistema ex vitro muestra datos diferentes en el largo de los cotiledones, en cuanto a LIQ
describe un mayor crecimiento de raiz y peso de los cotiledones por ultimo en el sistema BIG
se observé un aumento en el diametro del tallo y eficiencia luminica.

Cuadro 2. Efectos en la plantula de pitahaya bajo diferentes sistemas de incubaciéon en
comparacion de medias por Tukey (p < 0.5).

LR LC DT PC EL
Ex vitro 5.65° 13.542 1.07° 0.01° 0.52°
LIQ 18.17# 12.392 1.09° 14.402 0.55°
BIG 6.89° 13.41# 1.918 0.016° 56.36%
DMS* 3.80 1.20 0.16 0.00 3.89

DMS*: Diferencia minima significativa; valores con diferente letra entre columna son estadisticamente diferentes
(p = 0.5); LR: Largo de la raiz; LC: Largo de los cotiledones; DT: Diametro del tallo; PC: Peso de las cotiledoneas;
EL: Eficiencia luminica; BIG: Biorreactor de inmersion por gravedad; LIQ: Cultivo in vitro en medio liquido.

En el Cuadro 3 se muestra la respuesta fisioldgica de las plantulas de Pitahaya en exposicion

a la luz LED, se observa una eficiencia luminica en la luz roja. En cuanto a LF se observa el

crecimiento del Lr Y PC en LA, la variable DT presenta valores diferentes y la luz verde en LC.




Los valores de las variables fisiolégicas conforme al sistema y la luz LED que estuvieron
expuestas las plantulas, se pueden observar en el Cuadro 4, donde se muestran valores
estadisticamente diferentes; el sistema LIQ bajo el efecto de la luz fluorescente y verde en Lr
y PC solo en la luz fluorescente. En el sistema BIG, bajo el efecto de la luz roja y verde EL y
Unicamente en la luz roja LC, por ultimo, en la luz azul DT.

Cuadro 3. Influencia de luz LED en plantula de pitahaya por comparacién de medias por Tukey
(p =£0.5).

Espectros de luz Lr LC DT PC EL
LF 13.112 12.5° 1.34° 7.692 19.09°
LR 4.35° 14.272 1.2 3.85P 26.512
LA 11.632 11.39° 1.852 3.85° 8.05°¢
LV 11.862 14.292 1.03¢ 3.84° 22.932°
DMS 4.83 1.52 0.20 0.01 4.94

DMS*; Diferencia minima significativa; valores con diferente letra entre columna son estadisticamente diferentes
(p =0.5); Lr: Largo de la raiz; LC: Largo de las cotiledéneas; DT: Diametro del tallo; PC: Peso de las cotileddneas;
EL: Eficiencia luminica; LF: Luz fluorescente; LR: Luz roja; LA: Luz azul; LV: Luz verde; LIQ: Cultivo in vitro en
medio liquido.

Cuadro 4. Interaccién sistema de incubacién bajo el efecto de diferente iluminacion LED en
plantula de pitahaya spp., por comparacion de medias por Tukey general (p < 0.5).

Lr (cm) LC (cm) DT (cm) PC (9) EL (HL/h)
LF
Ex vitro 5.05¢ 12.45%*¢ 1.10¢ 0.015°¢ 0.77¢
LIQ 24.68?2 13.08%° 0.96¢° 23.042 1.03¢
BIG 9.59b¢ 11.96% 1.97° 0.01° 55.47°
LR
Ex vitro 3.01°¢ 14.012° 0.98¢ 0.015¢ 0.46¢°
LIQ 4.58° 12.96% 0.98¢° 11.52° 0.39¢
BIG 5.46° 15.852 1.63% 0.01° 78.682
LA
Ex vitro 11.71% 12.55%¢ 1.46% 0.02¢ 0.44¢
Lr (cm) LC (cm) DT (cm) PC (9) EL (HL/h)
LIQ 17.61% 9.35°¢ 1.65% 11.52° 0.40¢°
BIG 5.58¢ 12.27 2.442 0.02¢ 23.30°¢

LV




ContintGa Cuadro 4...

Ex vitro 2.83° 15.15% 0.73° 0.015°¢ 0.38¢
LIQ 25.802 14.18% 0.76° 11.52 0.40¢
BIG 6.94°c 13.56% 1.61%¢ 0.006° 67.98%
DMS* 10.76 3.40 0.46 0.024 11.02

DMS*: diferencia minima significativa; valores con diferente letra entre columna son estadisticamente
diferentes (p < 0.5); Lr: largo de la raiz; LC: largo de las cotileddneas; DT: diametro del tallo; PP: peso
fresco de la plantula; PC: peso de las cotileddneas; EL: eficiencia luminica; BIG: Biorreactor de
inmersion por gravedad; LIQ: cultivo in vitro en medio liquido; LF: luz fluorescente; LR: luz roja; LA: luz
azul; LV: luz verde.

Conclusiones

El uso de los biorreactores de inmersién por gravedad promueve la multiplicacion y crecimiento
de pitahaya (Hylocereus spp), logrando reducir el tiempo de cultivo y aumentando la eficiencia
luminica. La iluminacién artificial luz LED no es un factor determinante en la germinacion de
semilla de pitajaya, sin embargo, si influye en el desarrollo de la plantula tal, fue el caso de;
Luz verde que estimula la divisién celular mostrando mayor longitud de tallo y raiz.
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EFECTO DE NANOPARTICULAS DE HIERRO Y CERIO EN EL
CRECIMIENTO DE PAPAYA MICORRIZADA EN INVERNADERO

Ricardo Ceballos Salazar!, Evangelina Esmeralda Quifiones Aguilarl, Edgar René Lépez Mena?,
Diego Eloyr Navarro Lopez? y Gabriel Rincén Enriquez'*

Resumen

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos biétrofos con interaccion
comensalita en la mayoria de las plantas terrestres. Estos tienen un impacto importante en el
desarrollo y crecimiento de las raices. Por otro lado, las nanoparticulas (NPs) tienen un efecto
significativo en el metabolismo de la planta, asi como asimilacion y sintesis de micronutrientes,
sin embargo, algunas pueden ocasionar resultados adversos en la morfologia de la planta,
sobre todo en combinacién con microorganismos presentes en la rizésfera. Por lo cual el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las nanoparticulas en la interaccion de HMA
con plantas de papaya. Se realizo un experimento bifactorial con 4 niveles de HMA y 4 de NPs
en un disefilo completamente al azar en invernadero. Las Nps de hierro y cerio demostraron
tener un efecto positivo en Rhizophagus intraradices y el consorcio Cerro del Metate, mientras
gue Funneliformis mosseae tuvo crecimiento significativo sin el uso de las NPs. Adicional, las
NPs de ferrita de zinc mostraron tener un resultado significativo en el crecimiento de todas las
plantas micorrizadas. No obstante, no se observé el mismo resultado con las nanoparticulas
de cerio a excepcion de las plantas sin el HMA. A pesar de haber tenido un efecto neutro, las
NPs de 6xido férrico no demostraron fitotoxicidad en las plantas. La concentracion de las NPs
a 20 mg/mL fue considera como baja, por lo cual se requieren mas estudios que involucren
concentraciones mayores de las NPs.

Palabras clave: hongos micorrizicos arbusculares, nanotecnologia, iones, Carica papaya L.
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Introduccioén

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos reconocidos dentro del
reino Fungi bajo el nombre de la clase Glomeromycota con mas de 230 especies reconocidas
actualmente (SchiuRler, 2011) y con propiedades Unicas diferente de cualquier otro
microorganismo terrestre fungico. Los HMA son simbiontes obligados de plantas terrestres que
colonizacion directamente a las raices por medio de estructuras internas llamados arbusculos
donde ocurre un intercambio de nutrientes que mejora en gran parte el crecimiento y desarrollo
metabdlico de la planta. Sin embargo, las rutas metabodlicas que acompafian a este proceso
consisten en miles de mecanismos mas evolucionados e independientes que hasta la fecha
aun no se han estudiado en su totalidad (Kokkoris et al., 2021). Pues los HMA poseen en sus
esporas entre 130 a 35000 nucleos individuales, cada uno con una funcién Unica e individual.
El estudio de estos microorganismos es de crucial importancia debido a que han ido
evolucionado junto a las plantas en el planeta por millones de afios y han contribuido con
efectos potenciadores en mas del 90% de las plantas terrestres (Kokkris et al., 2021). La
perturbacién humana que involucra a estos HMA en cultivos de cualquier planta es perjudicial
para los ecosistemas (Clavel et al., 2021). Estudios previos con plantas no nativas en un area
en especifico inoculadas con esporas de HMA, demostraron tener mejor rendimiento en el
crecimiento en comparacién con plantas sin HMA. El empleo de nanoparticulas (NPSs)
metélicas puede tener efectos positivos en la morfologia, crecimiento y germinacién de semilla
o plantas, asi como en la formacion y alargamiento de raices y brotes (Taran et al., 2014). Esto
es propiciado debido a las propiedades ionicas de las NPs al formar parte de las reacciones
enziméticas dentro de las propias células vegetales, permitiendo una transferencia de
electrones entre la rizosfera y éstas. Debido a estos efectos como la conversion de nitratos a
amonio, intensificacion de la respiracion de la planta y procesos fotosintéticos, sintesis de
aminoacidos y el aumento en la nutricidn de nitrégeno y carbono se favorece el crecimiento
vegetal (Kole et al., 2013). Combinadas las NPs con los HMA han demostrado tener un efecto
potenciador en el rendimiento de biomasa y nutrientes propios de la planta (El Gazzar et al.,
2020; Taran et al., 2014). El estudio de este ultimo punto es limitado debido a la naturaleza de
las propias nanoparticulas. El tamafio, forma, carga neta, area de superficie y potencial zeta

son algunas propiedades fisicoquimicas de las NPs, las cuales, a su vez, determinaran la
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efectividad en la concentracién de las soluciones coloidales administradas a las plantas
micorrizadas. Existe poca informacion al respecto que involucre a interaccion planta-micorriza-
nanoparticula. No obstante, se ha probado directamente el efecto que tienen las NPs sobre el
crecimiento de las plantas. Naseer et al. (2021) determiné un efecto positivo por parte de las
NPs de hierro al mejorar el rendimiento en el area foliar y el crecimiento de la raiz respecto a
los controles (sin nanoparticulas). Por otro lado, las nanoparticulas de zinc a altas
concentraciones (500 mg/mL) mostré efectos positivos en el crecimiento de la planta, pero
efectos adversos en el desarrollo de la espora de HMA (Li et al., 2015). Por su parte, las
nanoparticulas de cerio son de las nanoparticulas mas prominentes de la ultima década al
favorecer un intercambio de electrones mas eficiente entre los minerales de la rizosfera que
cualquier otro tipo de NPs al mejorar también la fijacion biologica de fosforo en plantas (Kshitji
et al., 2020; Moll et al., 2016). Este y otras muchas propiedades se pretenden resolver en este
estudio involucrando la triple interaccién entre planta-micorriza-nanoparticula. Al igual que
determinar el efecto de las nanoparticulas de hierro y cerio en la colonizaciéon micorrizica de la
planta de la papaya. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto que tiene
las NPs en el crecimiento de plantas micorrizadas de papaya en condiciones de invernadero.

Materiales y Métodos

Sintesis de nanoparticulas de ferrita de zinc

Se utilizé6 el método planteado por Garcia et al. (2019) con ligeras modificaciones. Las
nanoparticulas de ferrita de zinc fueron sintetizadas en las instalaciones del CIATEJ. Acetato
de zinc y sulfato férrico fueron usados como precursores de zinc e hierro respectivamente. Los
reactivos se combinaron y molieron en mortero y el polvo fino se coloc6 en una mufla a 500°C
por 3 h usando un crisol de porcelana. Se realizaron 3 lavados en centrifuga a 8000 rpm por
10 min. Posteriormente se dejé en horno a 60°C por 24 h y se trituraron usando mortero hasta
obtener un polvo fino de color café, denominado como FeZnNPs.

Sintesis de nanoparticulas de 6xido férrico

Una muestra de 4 g de quitosano se disolvid en 200 mL de solucién previamente preparada

de acido acético al 2% (v/v) y 0.2 mL de glutaraldehido (25%) con agitacién vigorosa por 24 h




hasta formacion de hidrogel con consistencia viscosa y de color trasparente. Se realizé una
mineralizacion in situ en las instalaciones del ITESM Campus Guadalajara preparando
soluciones usando los reactivos FeCls y FeCl2 a 0.15 y 0.075 mol/L ajustando el pH de ambas
a 1.0 usando HCI. Se afiadieron al hidrogel con agitacion hasta completa homogenizacion y
se dejo reposar 40 min, después se afiadio una solucion de NaOH a 1.25 mol/L hasta obtener
un compuesto negro de magnetita/quitosano. Se deja reposar 24 h hasta la formacion total del
complejo donde el liquido sobrante fue desechado. El sdlido formado se degradd usando
solucién de acido acético (5% v/v) y agua oxigenada (5% v/v) en agitacion constante por 24 h.
Finalmente, se realizaron lavados hasta total clarificacién del agua usando un iman de 10000
Gauss de potencia entre decantacién. El compuesto obtenido se dejé en horno a 120°C por
20 min para evaporar el agua restante. A este polvo se le denominé FeONPs.

Sintesis de nanoparticulas de 6xido de cerio

Las nanoparticulas de cerio fueron sintetizadas en los laboratorios del ITESM (México). Una
muestra de 3.8 g de nitrato de cerio se afiadieron a una solucién previamente preparada
usando 3.2 g de sacarosa y 0.4 g de PVA a 80°C con agitacion constante. El pH se ajust6 a
2.0 usando &cido citrico anhidrido durante la agitacién. Se mantuvo en estas condiciones hasta
la formacién de una esponja de color amarillo en el fondo del vaso. Posteriormente se llevo a
horno a 180°C por 4 h usando como tapa del vaso una hoja de aluminio ajustada. Se obtuvo
un compuesto de color café metélico el cual se traspasoé a un recipiente de alimina para meter
a mufla por 3 h a 400°C. Al final, se obtuvo un polvo de color amarillo verdoso al cual se
denominé CeONPs.

Preparacién de las nanoparticulas (NPs) e in6culos de HMA

Las NPs de hierro y cerio se prepararon a una concentracion de 100 mg/mL. 70 mg de cada
nanoparticula se agitaron en agua desionizada evitando usar agitador magnético. De la
solucién se realizaron alicuotas correspondientes para 50 y 20 mg/mL respectivamente.
Inéculos de F. mosseae (20 g), R. intraradices (2 g) y el consorcio CM (4 g) previamente
obtenidos de macetas trampa conteniendo 100 esporas de cada uno fueron utilizados. Las
soluciones coloidales (20 mg/mL) y los indculos correspondientes se afiadieron directamente
en la raiz al momento del trasplante.

Condiciones experimentales en invernadero

La germinaciéon y crecimiento de papaya se realizd6 en el invernadero del CIATEJ. La




preparacion del sustrato (2 kg por unidad experimental) consistié en macetas de 23x15 cm con
60% suelo, 30% arenay 10% perlita (esterilizado: 120°C, 1.05 kg cm?, 6 h). Semillas de papaya
sin mucilago y lavadas se depositaron en charolas; posteriormente a los 30 dias después de
la siembra se emplearon plantas homogéneas para su trasplante a macetas. Las plantas se
dejaron en observacién por 60 dias. El riego fue cada tres dias a capacidad de campo.
Disefio experimental y de tratamientos

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con un arreglo de tratamientos
bifactorial; factor 1 = hongos micorrizicos arbusculares (HMA; con 4 niveles: Funneliformis
mosseae, Rhizophagus intraradices, un consorcio Cerro de Metate “CM” y sin HMA); y factor
2 = nanoparticulas (NPs, con 4 niveles: ferrita de zinc (Fe-Zn), 6xido férrico (Fes0a), 6xido de
cerio (CeOz2) y sin NPs). La combinacion de los niveles de los factores de estudio dio 16
tratamientos con 8 repeticiones cada uno. Se evalud la altura de la planta cada 10 dias
empleando un vernier electrénico (Trupper®) hasta los 60 dias posinoculaciéon (DPI) de los
HMA.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de la variable de respuesta altura de la planta se analizé con un analisis
de varianza (ANOVA) uni y multifactorial y con pruebas de comparacion mdultiple de medias
Tukey (p<0.05) mediante el paquete estadistico StatGraphics (StatPoint, 2005).

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se presenta el comportamiento de la cinética de crecimiento de plantas de

papaya (altura de planta) en condiciones de invernadero hasta los 60 dias posinoculacion

(DPI). De manera general se puede indicar que para los tratamientos que fueron inoculados

por HMA a partir de los 30 DPI se observa diferencias significativas respecto a los tratamientos
sin HMA.
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Figura 1. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y nanoparticulas (NPs) en el
crecimiento de plantas de la papaya en un periodo de 60 dias posinoculacion (DPI) en
condiciones de invernadero. Letras distintas para cada color de barra indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05). Sin HMA= Sin micorriza; Ri = R. intraradices;
Fm = Funneliformis mosseae; CM = consorcio de HMA.

Los hongos micorrizicos R. intraradices (Ri) y el consorcio CM (CM) mostraron diferencias
significativas en la altura de planta, ademas se observa que al agregar alguna NPs no muestran
diferencias significativas con respecto a las plantas con HMA y sin NP (Figura 1). A pesar de
ser éstas NPs potenciales mejoradores en el crecimiento de la altura de planta; los HMA tienen
un efecto protector en general hacia las raices de la planta. Esto les permite a las plantas evitar
tenga un efecto negativo debido a la adsorcion de iones metalicos por medio de la raiz hacia
el resto de ésta. F. mosseae resultd tener mayor altura y demostré ser la micorriza mas efectiva

significativamente en el experimento a los 60 DPI (Figurasl, 2y 4).
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Figura 2. Comportamiento de los niveles del factor hongo micorrizico arbuscular (HMA) en la
altura de la planta de papaya a los 60 dias después de la posinoculacién en condiciones de
invernadero. Letras distintas indican diferencias significativas segln la prueba de Tukey
(p<0.05). Las barras en cada rectangulo indican * el error estandar. Sin = Sin HMA; Ri = R.
intraradices; Fm = Funneliformis mosseae; CM = consorcio de HMA.

Las CeONPs no tuvieron un efecto significativo sobre las plantas inoculadas con los HMA antes
de los 60 DPI (Figuras 1y 3).
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Figura 3. Comportamiento de los niveles del factor nanoparticula en la altura de la planta de
papaya a los 60 dias después del trasplante en condiciones de invernadero. Letras distintas
indican diferencias significativas seguin la prueba de Tukey (p<0.05). Las barras en cada
rectangulo indican % el error estandar. Fe-Zn =ferrita de zinc; FesO, = 6xido férrico; CeO, = 6xido
de cerio; Sin = sin NPs).




Puede ser que en posteriores estados del crecimiento vegetal estas nanoparticulas de Cerio
puedan tener un efecto potencializador del efecto de los HMA, dado que el Ce tiene la
propiedad de variar el nUmero de iones presentes en su estructura atébmica (Wu et al., 2017) y
a su vez, permite que la planta las adsorba en bajas concentraciones debido a su &rea de
superficie mayor al entrar en contacto con la célula de la raiz. La interaccion iénica entre el
Ce?®*y Ce** con otros iones presentes en la raiz y suelo no esta estudiada en plantas aln, por
lo que el modelo de como interactian puede ser descrito.

F. mosseae muestra una clara pero ligera interaccion hacia cualquier tipo de nanoparticula
(Figuras 1y 4), a excepcion de las nanoparticulas de FezO4 (concentracion de 20 mg/mL). Esto
puede ser explicado que al incrementar la concentracién de las soluciones coloidales de las
NPs se pueda observar con mayor claridad el efecto potenciador del HMA al proteger a la
planta de contaminacién contra iones de metales pesados presentes en el suelo (Feng et al.,
2013). Por otro lado, plantas inoculadas con R. intraradices y CM tienen una particular
preferencia por las NPs en general, sobre todo para FeZnNPs para ambos y 6xido férrico para
CM (Figuras 1y 4).
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Figura 4. Interaccion entre los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y las nanoparticulas
(NP) en la altura de la planta de papaya a los 60 dias después del trasplante en condiciones de
invernadero. HMA: Sin = Sin HMA; Ri = R. intraradices; Fm=F. mosseae; CM=consorcio de HMA;
NP= nanoparticula.

Las nanoparticulas de ferrita de zinc resultaron tener el mejor efecto en la altura de planta en

comparacién con las otras (Figuras 3 y 4). En contraste con las plantas inoculadas sin HMA y




sin NPs, las FeONPs y CeONPs con los HMA tuvieron bajos resultados en la altura de las
plantas de papaya (Figuras 1y 3).

Las NPs de CeO2NPs podrian tener efeto en el crecimiento de las plantas, sin embargo, una
de las razones para alcanzar este efecto puede ser la concentracion de la nanoparticula, en
este experimento fue baja (20 mg/mL) y por tanto el HMA pudo retardar su degradacién debido
a su tamafio. Al haber alcanzado la concentracion apropiada el efecto mitigador de estrés
abidtico natural del cerio puede modificar la morfologia de las barreras corticales y facilitar el
transporte de Na+ y K+ de las raices a la parte aérea (Rossi et al., 2017). Sin embargo, para
demostrar esto, se requiere probar diferentes concentraciones del cerio y otras especies
vegetales.

El consorcio CM demostré tener un crecimiento favorable en la planta de papaya al ser
inoculadas con las nanoparticulas de ferrita de zinc, sin embargo, la altura se vio afectada en
los tratamientos con las NPs de o6xido férrico y cerio (Figura 4). Este comportamiento se
esperaba con este tipo de HMA debido a que, dentro del mismo, se pueden encontrar distintas
especies de micorrizas que puedan ser vulnerables al ser expuestas a este tipo de NPs pero
de igual manera, habra otras que aprovechen la presencia de esas NPs (Figuras 3 y 4). La
ligera pérdida de altura puede ser debido a toxicidad de las NPs sobre los HMA, pues en las
plantas no demostraron tener efecto fitotoxico (Figura 1). Feng et al. (2013) demostraron un
efecto significativo en el desarrollo del trébol rojo micorrizado usando nanoparticulas de hierro
y plata. Estudios previos a esta investigacion probaron que las nanoparticulas de hierro
tuvieron un efecto positivo en el desarrollo de la planta mientras que las de plata ocasionaban
una deficiencia. Este estudio demostré ser de los mas importantes en la triple interaccion NP-
HMA-vegetal debido a que a mayor concentracion de la nanoparticula téxica (Ag) los HMA
incrementaron su funcidn protectora contra este metal pesado, favoreciendo su desarrollo.
Caso contrario, al incrementar la concentracién de las nanoparticulas de hierro, las flores se
vieron afectadas en su crecimiento, indicando una funcién crucial por parte del HMA que es
regulada por la presencia de material contaminante presente en el suelo. Sin embargo, el
estudio y entendimiento de las nanoparticulas de plata en condiciones naturales e in vivo aln

esta por entenderse.




Conclusiones

Se determino el efecto de las nanoparticulas y hongos micorrizicos arbusculares en el
crecimiento de la planta de papaya. Las nanoparticulas de ferrita de zinc (FeZnNPs) a una
concentracion de 20 mg/mL demostraron tener el mejor efecto en R. intraradices y en el
consorcio CM. F. mosseae puede prescindir de estas tres nanoparticulas a esta concentracion
en su interaccién con la planta de papaya. En su mayoria, ningun tipo de nanoparticula
demostro un efecto fitotoxico en las plantas o HMA.
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EFECTO DE EXTRACTOS DE ACTINOBACTERIAS SOBRE LA
GERMINACION in vitro DE SEMILLAS DE SORGO
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Evangelina Esmeralda Quifiones Aguilar®*

Resumen

Las malezas al competir de manera directa e indirecta afectan el crecimiento y desarrollo de
las plantas circundantes de importancia agricola. Por esta razén son ampliamente usados los
herbicidas quimicos como principal método de control para este tipo de plaga. No obstante,
una de las repercusiones que tiene el uso indiscriminado y constante de estas sustancias
biocidas, es la evolucion de la resistencia por parte de las poblaciones de malezas a lo largo
de los aflos en que un producto ha sido usado. Las actinobacterias se han perfilado como
alternativas para el aislamiento de nuevas moléculas herbicidas de origen biolégico, al producir
de gran variedad de metabolitos secundarios de interés. Por lo que, continuamente se aislan
nuevas cepas en la busqueda de moléculas biolégicamente activas, sin embargo, muy pocas
son conocidas en la actualidad. En este estudio, el objetivo fue evaluar 31 actinobacterias
aisladas de un suelo para producir extractos acuosos provenientes de una fermentacioén en
estado liquido y determinar su fitotoxicidad. Para la experimentacion in vitro, se realizd un
disefio de experimentos completamente al azar. Se desinfectaron las semillas de Sorghum spp
y se sometieron, por quintuplicado, a los diferentes extractos. Después de 12 dias de
establecido el experimento, se cuantificé la germinacion. Los datos se analizaron con un
analisis de varianza (ANOVA) y una prueba LSD de Fisher (p<0.05). Los extractos de las
actinobacterias no presentaron actividad herbicida al 100%. No obstante, se encontraron dos
bacterias con actividad fitotoxica significativa (LSD, p<0.05), al reducir en un 30% la
germinacién de las semillas de sorgo en condiciones in vitro. Esto representé el 6.45% de las

cepas de actinobacterias analizadas con actividad fitotoxica. No obstante, con una actividad
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tan baja por parte de estos extractos, no seria posible competir con el rapido crecimiento y alta
capacidad de reproduccién de las malezas, por lo que se requiere continuar analizando la
actividad de una coleccion mas amplia de cepas de actinobacterias con el fin de identificar
algun compuesto con actividad bio-herbicida.

Palabras clave: bioherbicidas, Streptomyces, malezas, Sorghum spp.

Introduccién

En la agricultura, las plantas consideradas malezas, llegan a ocasionar pérdidas economicas
importantes al reducir alrededor del 34% el rendimiento de los cultivos, asi como su calidad, a
escala mundial (Oerke, 2006). Una de las causas de este fendmeno es la competencia directa
por los recursos; ya sea el espacio, los nutrientes, el agua o la luz solar y la indirecta; al exudar
toxinas a través de sus raices y sus hojas, asi como propiciar la proliferacion de otras plagas
o fitopatdégenos, afectando el crecimiento y desarrollo de las plantas circundantes de
importancia agricola (Labrada, 2006). Para evitar las pérdidas ocasionadas por este tipo de
plaga, una de las estrategias ampliamente usada ha sido el control quimico. Sin embargo, la
aplicacion constante, indiscriminada y poco controlada de los herbicidas en el ecosistema ha
ocasionado efectos adversos. Entre ellos esta la contaminacion por residuos, la cual es un
riesgo para la salud de los seres vivos (incluido el ser humano) y la evolucion de la resistencia
de poblaciones de malezas que antes fueron susceptibles a las formulaciones utilizadas
comunmente. Esto es de particular interés ya que, con base al estado actual, actualmente hay
266 especies y 512 casos unicos de malezas resistentes a herbicidas a nivel mundial. Estas
malezas han desarrollado resistencia a 21 de los 31 sitios de accion de herbicidas conocidos
y a 165 herbicidas diferentes (Heap, 2022). A nivel mundial, el glifosato es uno de los herbicidas
de mayor uso en el &mbito agronomico, debido a su alta eficiencia. Sin embargo, esta
caracteristica se debe a que es una de las moléculas herbicidas de mayor toxicidad y
peligrosidad que posee un mecanismo de accién no selectivo. La misma naturaleza biocida
del glifosato ha ocasionado que su toxicidad recaiga, ya sea de forma indirecta o directa, sobre

una amplia variedad de plantas, peces, crustaceos, anfibios, pequefios mamiferos, aves,




insectos, algas, microorganismos y hasta seres humanos (Watts et al., 2016). Esto ocasiono
gue, en México, a partir del 31 de diciembre del 2020, entrara en vigor el decreto presidencial
para la sustitucion gradual del uso, adquisicion, distribucién, promocién e importaciéon del
glifosato y de los agroquimicos utilizados en México, que lo contienen como ingrediente activo.
En consecuencia, existe la creciente necesidad de compuestos herbicidas alternativos al
glifosato que sean sostenibles y ecoldgicos, y que posean perfiles toxicoldgicos mas seguros
y mecanismos de accién singulares, para combatir la resistencia generada a lo largo de los
afios por parte de las malezas. Para intentar resolver este problema y aumentar asi el
rendimiento de los cultivos, las investigaciones actuales buscan producir herbicidas de base
biologica provenientes de microorganismos capaces de producir metabolitos con actividad
fitotoxica o herbicida que disminuyan de manera efectiva las poblaciones de malezas
(Ramirez, 2017). Con base a esto, las actinobacterias se han perfilado como buenas
candidatas para desarrollar dichas alternativas. Estas bacterias producen metabolitos
secundarios de diversidad estructural y amplia actividad biologica que pueden ofrecer
oportunidades para el desarrollo tanto de bio-herbicidas de uso directo como de herbicidas
sintéticos. Dentro de este filo, se encuentra el género Streptomyces, que constituye la principal
fuente de metabolitos de interés con aplicaciones farmacéuticas o agroquimicas (Manteca et
al., 2008). La importancia sobre estos sectores ha ocasionado una busqueda continua de
nuevas cepas productoras de compuestos bioactivos. No obstante, la actividad mas
investigada ha sido la antimicrobiana. En 2018, a partir de estreptomicetos, solamente se
conocia el 17% de los metabolitos secundarios biologicamente activos (7600 de 43000) (Harir
et al.,, 2018). Estos datos confirman que existe una inmensa cantidad de compuestos con
actividades que no se conocen todavia o que han sido pasadas por alto. En un estudio
realizado por Bo et al. (2019) se realiz6 el aislamiento de 1300 cepas de actinobacterias, de
las cuales, 102 mostraron algun efecto fitotoxico sobre las plantas tratadas con sus extractos.
De estas, se identifico la de mayor actividad herbicida como Streptomyces anulatus, la cual
mostré un efecto dependiente de la concentracion en etapas de pre y post-emergencia;
ademas, la toxicidad de dicho extracto difirié respecto a las diferentes especies de maleza
tratadas. Finalmente, estos compuestos activos responsables de la toxicidad especifica fueron
aislados, identificados y utilizados en pruebas de fitotoxicidad para confirmar su actividad. Con

base a este tipo de estudios, es posible encontrar nuevas moléculas con actividades de interés
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agronémico, las cuales dan una pauta de qué buscar o como buscar en posteriores
investigaciones. En este contexto, en el presente estudio, el objetivo fue evaluar el efecto bio-
herbicida de extractos de actinobacterias, aisladas de muestras de suelo, en semillas de sorgo
como planta modelo de hoja angosta en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos

Cepas de actinobacterias

Se emplearon 31 cepas de actinobacterias denominadas BVBZ; estas cepas fueron aisladas
de muestras de suelo mediante tratamientos de calor y su purificacion se realizé por el método
de diluciones seriadas. Las actinobacterias fueron cultivadas en placas con medio de cultivo
GYM (4 g glucosa, 4 g extracto de levadura, 10 g extracto de malta, 2 g CaCOs, 1 L agua
destilada con pH de 7.2) e incubadas para su crecimiento a una temperatura de 28°C.
Fermentacion en estado liquido de las actinobacterias

Las actinobacterias fueron inoculadas con 3 bocados de biomasa de 7 mm de diametro
procedentes de resiembras de 7 dias de crecimiento en agar GYM. Se utilizaron matraces de
250 mL con un volumen de trabajo de 65 mL de medio M3 (10 g soitona, 10 g glucosa, 20 g
almidon soluble, 3 g CaCOs y 1 L agua destilada) (Bo et al., 2019). Los in6culos fueron
incubados por 7 dias a 28°C y 250 rpm. Después del tiempo de fermentacién, se descarté la
biomasa por centrifugacién a 13000 rpm por 10 min, el sobrenadante se recolectd y se
almacend a -80°C para los posteriores bioensayos de evaluacién de actividad fitotoxica (bio-
herbicida).

Desinfeccion de semillas de sorgo

Para el ensayo de este estudio se utilizaron semillas de sorgo variedad pampa verde. Estas
se desinfectaron con cloro a una concentracion de 3% por 10 min, seguido de 3 lavados de 5
min con agua destilada estéril.

Disefo experimental

Se realizé un disefio experimental completamente al azar con los 31 extractos producidos por
las actinobacterias BVBZ como tratamientos. Se cuantific6 como variable de respuesta el

porcentaje de germinacion de las semillas después de 12 dias. Cada tratamiento se realiz6 por




quintuplicado. La unidad experimental consistié en un bote de 500 mL de volumen y 90 mm de
diametro con tres discos de papel absorbente y uno de papel filtro de 84 mm de diametro
esterilizados por autoclave con 20 semillas de sorgo. El papel fue humedecido con 1 mL de
agua destilada estéril y 4.5 mL de los extractos de actinobacterias. Se aplano la superficie con
un asa estéril antes de colocar las 20 semillas de sorgo desinfectadas dentro del bote. Los
tratamientos fueron incubados en oscuridad por 1 dia a 28°C y fotoperiodo 16:8 (luz: oscuridad)
por 11 dias a 25°C. Los controles para este experimento fueron: agua destilada estéril
(absoluto) y medio M3 (negativo).

Analisis estadistico

Los datos de la germinacién fueron analizados para normalidad y homocedasticidad de los
datos (p<0.05). Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) unifactorial y
después una prueba multiple de medias LSD de Fisher a nivel de significancia del 5% (p<0.05);
estos analisis fueron realizados mediante el paquete estadistico StatGraphics (StatPoint,
2005).

Resultados y Discusion

Porcentaje de germinacién de semillas de sorgo in vitro

De acuerdo con los resultados obtenidos de la experimentacién con semillas de sorgo, se
puede observar en la Figura 1 que los tratamientos BZ17 y BZ19 mostraron los menores
porcentajes de germinacion de 71 y 70%, respectivamente, seguidos del tratamiento BZ04,
con un porcentaje del 85. El resto de los tratamientos, incluidos los controles (agua, medio M3)
obtuvieron valores alrededor del 90% de germinacion, lo cual mostro por parte de las cepas de
actinobacterias una muy leve disminucion de la germinacion con respecto al tratamiento con
solo agua (H20). Se puede observar que la capacidad de germinacion de sorgo fue del 97%
(testigo absoluto= H20) mientras para el testigo con el medio de cultivo (control negativo)
donde crecieron las actinobacterias se encontrd un 98%, estos dos resultados sugieren que el
medio de cultivo no tiene ningun efecto de fitotoxicidad y por tanto las cepas BZ17, BZ19 y

BZ04 produjeron algin compuesto con actividad fitotoxica y por tanto con capacidad para

explotarse para la busqueda de algun compuesto bio-herbicida. También en la Figura 1 se




puede observar que otras cepas de actinobacteria mostraron una actividad ligeramente
fitotoxica como por ejemplo las cepas BZ02, BZ15, etc., sin embargo, es una actividad muy
baja y podria ser efecto de un complejo de compuestos o un metabolito con muy baja eficiencia

en actividad bio-herbicida.
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Figura 1. Efecto en la germinacién de semillas de sorgo por tratamientos de extractos de
actinobacterias en condiciones in vitro. Letras distintas indican diferencias significativas segun
la prueba de LSD-Fisher (p<0.05). Las barras rojas en cada rectangulo indican * el error estandar.

Los resultados in vitro con las semillas de sorgo variedad pampa verde mostraron resultados
significativos en la reduccion de la germinacién por parte de dos tratamientos. De los 31
extractos de actinobacterias probados, los porcentajes de germinacion bajos se encontraron
alrededor del 70% por parte de las cepas BZ17 y BZ19. Si bien no se mostraron efectos bio-
herbicidas contundentes, existe claramente un efecto fitotOxico procedente de estos
tratamientos que ocasiona la inhibicion de la germinacion de las semillas en condiciones in
vitro, al compararse con el control absoluto (agua) después de 12 dias de establecido el
experimento. Las dos Unicas bacterias encontradas con efectos fitotoxicos entre las 31 que
fueron probadas, representa un porcentaje de 6.45%, con cero bacterias con actividad 100%
herbicida. Esta cifra es comparable con la encontrada en el estudio realizado por Bo et al.

(2019), donde 102 cepas de 1300 aisladas mostraron actividad fitotoxica, representando un
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7.85% de su coleccion bacteriana, y solamente 1 mostrd actividad herbicida, representando
tan solo un 0.08%. Con base en los resultados obtenidos, fue posible observar variacion en la
respuesta de la planta modelo ante los diferentes extractos de actinobacterias probados. Esto
se debe a que las toxinas microbianas varian en su grado de especificidad y, ademas, las
especies de planta también pueden diferir en susceptibilidad a una toxina en particular (Bo et
al., 2019). Por esta razon, sera importante evaluar los tratamientos en otras especies de
plantas antes de realizar un cribado de la coleccion de cepas de actinobacterias para evitar
descartar una productora de moléculas fitotdxicas de mayor especificidad. De particular interés
seran los tratamientos que ocasionen efectos fitotdxicos moderados en las plantas probadas,
ya que podrian generar un dafio mayor en otras plantas de la misma familia o género. Con
base en esto, serd importante seleccionar cepas para probar su efectividad en plantas
consideradas como malezas o arvenses para posteriormente determinar las dosis en las que

el tratamiento tendria un efecto bio-herbicida.

Conclusiones

El sorgo, al pertenecer a la familia de las gramineas, se asume como una especie
representante de las malezas de hoja angosta, por lo que los resultados obtenidos sobre esta
planta podrian ser extrapolados y asi, utilizar a las bacterias que demostraran efectos
fitotdxicos o herbicidas sobre especies de maleza mas cercanas. Entre las iniciales 31 cepas
de actinobacterias aisladas, solamente dos mostraron un leve efecto fitotdxico al disminuir 30%
la germinacion de la planta modelo. Sin embargo, como tratamientos en etapas de pre-
emergencia contra malezas no serian efectivos, ya que se esperaria utilizar los tratamientos
para eliminar o disminuir considerablemente las poblaciones de estas “plagas”. Con una
actividad tan baja por parte de estos extractos, no seria posible competir con el rapido

crecimiento y alta capacidad de reproduccién de las malezas, por lo que se requiere continuar

analizando la actividad de mas cepas de actinobacterias.
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DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE EXTRACCION RAPIDA DE ADN
DE HONGOS FILAMENTOSOS EN PAPAYO

Cynthia Guadalupe Rodriguez Quibrera®’, Jorge Gustavo Rodriguez Escobar?, Rebeca Rodriguez Falconi?,
José Luis Hernandez Mendoza3y Estrella Maldonado Humberto José!

Resumen

En México Colletotrichum spp. es uno de los principales hongos que causan antracnosis,
enfermedad considerada como un problema fitosanitario de gran importancia durante la
postcosecha en el fruto de papayo. Los métodos tradicionales basados en diferencias
morfolégicas de la colonia: color, tamafio y forma del conidio, presencia o ausencia de setas,
se consideran insuficientes e imprecisos para la deteccion, por ello, se sugiere la corroboracién
mediante la caracterizacion molecular por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). La deteccion de hongos filamentosos mediante PCR, requiere del uso de métodos de
extraccion que lisen eficientemente las células fungicas y recuperen el ADN adecuado para la
amplificacion, por lo tanto, el éxito de la PCR dependera de la calidad del ADN extraido, es por
ello, que el objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo de extraccion rapido de ADN
de Colletotrichum spp aislado de papayo. Para este estudio se utilizaron 23 aislados de hongos
Colletotrichum spp a partir de colonias cultivadas en PDA, utilizando dos métodos de
extraccion. La pared del micelio en uno de los métodos se rompié mediante incubacion en
buffer CTAB al 2%, por 2 horas con voértex cada 30 min, asimismo, el segundo método de
extraccion empleo el buffer SDS al 0.5% con un vortex a velocidad maxima durante 5 min. Este
altimo, permitié en un menor tiempo (3 horas), la extraccion de ADN con concentraciones que
oscilaban en rangos de 0.1 a 133 ng/ ul. Para verificar la extraccion del ADN, se realiz6 la PCR
para la identificacién de Colletotrichum spp., mediante el uso de oligonucle6tidos universales

1 Campo Experimental Ixtacuaco Km 4.5 Carretera Martinez de la Torre-Tlapacoyan, Tlapacoyan, Veracruz. México C.P.
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los cuales amplifican la region ITS del ADN ribosomal fingico, obteniendo fragmentos entre
400 a 500 pb.

Palabras clave: hongo, fitopatégeno, Colletotrichum, ADN

Introduccién

A nivel mundial se reporta la antracnosis en un amplio rango de hospedantes (Rojo et al.,
2017), como en frutas, hortalizas, cereales, plantas herbaceas, maderables y ornamentales,
etc., sobre todo en zonas templadas y tropicales (Udayanga et al., 2013). Esta enfermedad
principalmente es causada por Colletotrichum spp, perteneciente a un género de hongos
fitopatégenos que ocasionan enfermedades como canceres, pudriciones y principalmente la
antracnosis (Hyde et al, 2009). Debido a la importancia economica, las especies de
Colletotrichum ocupan el octavo lugar en la clasificacion mundial de patdgenos de plantas
(Dean et al., 20012) causantes de antracnosis, ya que genera pérdidas importantes en pre y
postcosecha, reduciendo la calidad y cantidad de diversos cultivos. Las pérdidas pueden llegar
hasta el 100% dependiendo del patdgeno y las condiciones climaticas en que se encuentre
(Landero-Valenzuela et al., 2016); por ejemplo, en el cultivo intensivo de papaya bajo manejo
de fungicidas, la prevalencia de antracnosis en campo y en postcosecha ha provocado
pérdidas superiores al 50% (Torres-Calzada et al., 2013). La diversidad poblacional de
Colletotrichum spp. a partir de reportes previos es complicada por las limitaciones en cuanto
a herramientas de identificacion de especies, debido a que los métodos tradicionales se basan
en diferencias morfologicas que hoy en dia son insuficientes e imprecisas (Hyde et al, 2009).
Por lo tanto, se recomienda que el diagnostico tradicional se complemente con el molecular.
Entre las técnicas mas utilizadas mediante este método se encuentra la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), de la cual existen variantes como la PCR punto final, PCR en tiempo
real, PCR inversa, PCR anidada, PCR mutagénico, entre otras. Para realizar esta técnica es
necesario contar con una muestra de ADN libre de proteinas, tanto citoplasmaticas como
nucleares asociadas al acido desoxirribonucleico (ADN), por otro lado, los hongos

filamentosos tienen una pared celular robusta que es resistente a los procedimientos




habituales de extraccion de ADN. Por ello, seleccionar el método adecuado de extraccion de
ADN es un paso crucial cuando se desean realizar estudios moleculares, ya que existe
variabilidad segun el método de extraccion utilizado, asi como el tipo de muestra a procesar,
pues puede proveer contaminacion residual con sales y solventes (Blanco-Jarvio, 2014). El
éxito de la PCR dependera de la extraccion del ADN, la calidad y concentracién seran la base
para los posteriores estudios. Para la identificacion de hongos fitopatégenos se empelan
oligonucledtidos dirigidos a zonas conservadas de los genes que codifican para las
subunidades ribosomales 18S, 5.8S y 28S. Entre estos genes se encuentran las regiones ITS-
1 e ITS-2 (internally transcribed spacer 1 y 2), las cuales son altamente variables y que
permiten diferenciar entre las distintas especies fungicas (Petti, 2007); la naturaleza multicopia
de las repeticiones del ADNr hace de esta region una secuencia facil de amplificar aun cuando
se utilicen muestras de ADN pequefias, muy diluidas, o altamente degradadas (ADN obtenido
de material viejo y especimenes de herbarios). Finalmente, diversos estudios demuestran su

utilidad en analisis filogenético (Alvarez y Wendel, 2003).

Materiales y Métodos

La siguiente investigacion se realizé en los meses de junio y julio de 2022 en el Laboratorio de
Diagnéstico Fitosanitario del Campo Experimental Ixtacuaco del INIFAP, Tlapacoyan,
Veracruz.

Aislamiento de Colletotrichum spp.

Se utilizaron 23 aislados de Colletotrichum spp., obtenidos de papayo los cuales fueron
colectados en campo en los estados de Veracruz y Tabasco, y aislados en Agar Papa Dextrosa
(PDA) en el Laboratorio del Campo Experimental Cotaxtla y enviados al laboratorio de
diagnostic6 Fitosanitario del Campo Experimental Ixtacuaco.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 mediante dos métodos: 1) CTAB optimizado por Rodriguez et

al., 2010 y 2) Protocolo de extraccion rdpida de ADN de hongos filamentosos, optimizado en

este trabajo tomando como base la publicacion de Raeder and Broda (1985).




Extraccién de ADN utilizando el método del CTAB optimizado por Rodriguez et al., 2010
La extraccion de ADN consistié en tomar el micelio con un palillo estéril de 15 cm, el cual fue
colocado en un tubo eppendorf de 2 mL adicionando 500 mL de buffer CTAB (2% de bromuro
decetiltrimetil-amonio, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM EDTA (pH 8), 1.4 M NaCl, 1% p/v
polivinylpyrrolidona) 0.2% de 2-mercaptoethanol, previamente precalentado a 65°C. Se incubd
a 65°C por 2 horas con vortex cada 30 min. Posteriormente se adicioné 300 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y se homogeniz6 la muestra por inversion. Se centrifugd a 13,000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperaron 300 pl de sobrenadante en un
tubo nuevo estéril de 1.5 mL, adicionando 150 pl de acetato de amonio (7.5 M) y 180 ul de
isopropanol. Se dej6 precipitar 24 h a -20°C. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 20 minutos.
Se desecho el sobrenadante rapidamente para evitar el desprendimiento de la pastilla,
seguidamente se lavé dos veces con 500 pl de etanol frio al 70%, centrifugando a 13,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, luego se dej6 secar la pastilla a temperatura ambiente y se hidrat6
con 50 ul de agua milli-Q estéril. Por ultimo, se almacen6 el ADN a -20°C hasta su posterior
procesamiento.

Extraccion de ADN a partir de hongos filamentosos con modificaciones

El primer paso consistio en tomar el micelio con un palillo estéril directamente del medio de
PDA vy se col6 en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se afiadié 500 pl buffer de extraccion en un
tubo de 2 mL (Tris-HCI 200 mM (pH 8), NaCl 250 mM, EDTA 25 mM y SDS 0.5%),
posteriormente, se maceré en el tubo con punta de 1 mL (previamente se sell6 el orificio en
mechero y se esterilizd) hasta homogenizar la muestra, se adicion6é 500 ul cloroformo-alcohol
islamico (24:1), se homogenizé en vortex durante 5 min a velocidad maxima y se centrifugo a
13,000 rpm durante 30 min, se trasfirieron 340 pl de la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 mL,
y se adicion6 500 pl de isopropanol para precipitar el ADN mezclando suavemente por
inversion, se dejé precipitar a -20°C por 30 min. Posteriormente, se centrifugo a 13,000 rpm
durante 10 min y se desech6 el sobrenadante. EI ADN fue lavado con 500 pl de etanol al 70%
y se centrifug6 a 13,000 rpm durante5 min, posteriormente se desechd el sobrenadante
dejando secar la pastilla con el tubo invertido a temperatura ambiente, para después hidratar
con 50 pl de agua milli-Q estéril. EI ADN se almacen6é a -20°C hasta su posterior

procesamiento.




Determinacion de integridad y concentracién del ADN obtenido

Para determinar la integridad del ADN gendémico extraido, se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% en TAE 0.5 X, tefiido con 0.5 pg/mL de una soluciéon de bromuro de etidio, a
95 Volts durante 60 min en camara de electroforesis horizontal (Bio-Rad), y se visualizé en un
fotodocumentador Bio Rad. La concentracion de ADN fue determinada por fluorometria
utilizando el equipo fluorémetro Quantus™ (PROMEGA, Madison, WI, USA) y el kit
QuantiFluor® ONE dsDNA.

Identificacién de Colletotrichum spp. mediante PCR

Las PCR’s se realizaron en un termociclador MiniAmp Plus, empleando los iniciadores
universales ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") e ITS5 (5'-GA AGT AAA AGT CGT
AAC AAG G-3’) (White et al., 1990). El programa de ciclado consistié: 94°C por 4 min, 30 ciclos
de 94°C-55°C-72°C por 40 seg cada uno, con una extension final de 72°C durante 5min.

Resultados y Discusion

La extraccion de ADN utilizando el método del CTAB optimizado por Rodriguez et al., 2010,
ha sido utilizado exitosamente para la extraccion de ADN a partir de tejido vegetal, sin
embargo, en ese caso, no resulto efectivo. En la Figura 1 se muestra la electroforesis de los
resultados de extraccion de ADN de cuatro aislados de hongos extraidos de papayo, en donde
se puede observar que en ninguna de las muestras evaluadas se detectd la presencia del acido
nucleico en el gel de agarosa al 0.8%, a excepcion de la muestra uno, la cual mostré un barrido
desde el punto de aplicacion de la muestra, clasificando este ADN como degradado. La
inefectividad de este método podria deberse a diversos factores: 1) No se logro la disrupcion
de la pared y membrana celular, 2) Nula o baja interaccion entre la estructura quimica de las
células fungicas y las sustancias que conforman el buffer de extraccion (CTAB, PVP y j3-
mercaptoetanol) y 3) La concentracion de los compuestos quimicos activos dentro del buffer
de extraccion y su inefectividad en las funciones que realizan (Suenaga, 2005). Por otro lado,

la composicién quimica de la pared celular de hongos esta formada por capas de polimeros

de polisacéaridos fibrilares, como la quitina, la celulosa, y glucanos, demas, de proteinas




asociadas a los polisacéridos y lipidos (Valdes et al., 2015), componentes que pudieran limitar

diferentes etapas del método de extraccion.

Figura 1. Imagen de la electroforesis del gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio, muestras de ADN de aislados fungicos extraido por el método CTAB.

Con el método de extraccion de ADN propuesto en este trabajo, utilizando las cuatro muestras
de los aislados fungicos anteriores, se pudo observar en la electroforesis la presencia de las

cuatro bandas fluorescentes de ADN (Figura 2).

Figura 2. Imagen de la electroforesis del gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio, muestras de ADN de aislados fungicos extraido por el método de extraccién propuesto
en este trabajo.

A partir de estos resultados, se procedio a la extraccion de los 23 aislados de Collectotrichum
spp., provenientes de Veracruz y de Tabasco, la electroforesis presentdé un amplicon en la
muestra 6 (0.07 ng/ul) de una intensidad muy tenue y su concentracion de ADN fue la mas
baja, a diferencia de las otras muestras que presentaron mayor concentracion e intensidad
mayor en sus amplicones, indicando que la intensidad de las bandas amplificadas se puede
relacionar con la concentracion del ADN extraido. Los amplicones correspondientes a las
muestras: 2, 9, 14, 15y 19 presentaron concentraciones en su ADN altas: 50, 9, 133, 14y 74

ng/ul, respectivamente y sus amplicones fueron muy intensos. Las muestras: 6, 8, 12, 13, 16,




17 y 18, presentaron concentraciones en su ADN de 0.07, 0.4, 1.6, 2.0, 0.1, 0.3 y 0.9 ng/ul,
respectivamente, y los amplicones fueron de intensidad muy tenue, asimismo, los amplicones
en las muestras 1, 3, 4, 5, 7, 10,11, 20, 21, 22 y 23, se presentaron con una intensidad menor
con respecto a los amplicones obtenidos con concentraciones mas altas y sus concentraciones
oscilaban entre 2 a 18 ng/ul (Figura 3). Los resultados obtenidos de todas estas

concentraciones son suficientes para realizar pruebas moleculares.
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Figura 3. Imagen de la electroforesis del gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio, 23 muestras de ADN obtenidas del estado de Veracruz y Tabasco de aislados de
Collectotrichum spp.

Las adecuaciones que se realizaron a este método, fue la eliminacién de nitrégeno liquido para
incubar o macerar, el micelio se macerd directo en el tubo de 2 mL (y no en mortero), utilizando
una puntilla de 1 mL (fundiendo su extremo inferior con calor para sellar el orificio, las cuales
fueron esterilizadas antes de usarse). La homogenizacion de la muestra en el tubo facilité la
manipulacion, y el buffer de extraccion no necesito cloruro de litio, ni 3-mercaptoetanol (Suarez,
2016), y no fue necesario el empleo de RNAsa. En la mezcla de cloroformo-octanol (24:1,
protocolo inicial), este Ultimo se sustituyd por el alcohol isoamilico, ademas, solo fue necesario
realizar un paso (y no dos) con esta mezcla, todo esto permitié la extraccion de ADN fangico
en un menor tiempo de procesamiento con respecto a otros métodos y al previamente
establecido por Raeder y Broda (1985), y ademas, mas econdmico, obteniendo extracciones
de ADN integro y con concentraciones adecuadas. Para corroborar la eficiencia del método de
extraccion se realizé la PCR utilizando secuencias ITS, esta region presenta un tamafio de 600
a 800 pb y puede amplificarse facilmente con iniciadores universales; la naturaleza multicopia
de las repeticiones del ADN ribosomal (rADN) hace de esta region una secuencia facil de
amplificar aun cuando se utilicen muestras de DNA pequefias y muy diluidas, demostrando en

diversos estudios su utilidad en analisis filogenético (Alvarez y Wendel, 2003). Los resultados

demostraron la eficiencia de la amplificacion por PCR con el ADN extraido, la cual fue alta,




mostrando bandas amplificadas claras e integras (Figura 5 y 6), a excepcion de las muestras
3,5, 6y 12 de Tabasco, lo cual se pudo deber a una falla en el pipeteo, o exceso de ADN que

puede inhibir la reaccion de la PCR (Figura 6).
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Figura 4. Imagen de la electroforesis del gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio, correspondiente a los productos de PCR obtenidos del rADN de los aislamientos de
Colletotrichum proveniente de Veracruz a partir de frutos infectados de papayo (1 a 10) y un
control negativo - (sin ADN), utilizando los iniciadores ITS1/ ITS4 y un marcador molecular de
100 pb Axygen (M).

Figura 5. Imagen de la electroforesis del gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio, correspondiente a los productos de PCR obtenidos del rADN de los aislamientos de
Colletotrichum proveniente de Tabasco a partir de frutos infectados de papayo (1 a 12) y un
control negativo - (sin ADN), utilizando los iniciadores ITS1/ ITS4 y un marcador molecular de
100 pb Axygen (M).

Conclusiones
El protocolo de extraccion de ADN propuesto en este estudio a partir de los 23 aislados

fungicos de los estados de Veracruz y Tabasco, resulto seguro, simple, rapido, eficiente y

econdémico, permitiendo la extraccion del ADN y con ello el éxito en la PCR, con la cual se
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obtuvieron productos amplificados aproximadamente de 500 a 600 pb, correspondientes a
Collectotrichum spp.
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Resumen

En los ultimos afios se ha incrementado la producciéon y consumo de productos del campo,
producidos mediante técnicas no contaminantes ni dafiinas al medio ambiente. La agricultura
organica se basa en técnicas de produccion mediante el uso de abonos organicos, compostas
y microorganismos benéficos El empleo de rizo bacterias y hongos formadores de micorrizas,
esta considerado como una de las contribuciones mas importantes de la biotecnologia y la
microbiologia a la agricultura actual en base al amplio espectro de propiedades tanto de
Rhyzophagus y Trichoderma como microorganismos benéficos. Esta investigacion realizada en
un invernadero tropical tuvo los objetivos: a) determinar el efecto de estos microorganismos
sobre el desarrollo y rendimiento de un hibrido comercial de jitomate tipo saladette en
invernadero tropical, b) generar conocimiento sobre el uso de microorganismos como un
componente tecnoldgico en la produccion sustentable de jitomate en condiciones de agricultura
protegida. Los tratamientos T1: Trichoderma harzianum T220 (50%) + Rhizophagus
intraradices y T2: Genyfix (Mezcla de hongos) resultaron sobresalientes en rendimiento de
fruto, aunque no hubo diferencia estadistica con T3: Mix (Mezcla de tres especies de
Trichoderma: T. viridae, T. aseprellum y T. koningii), pero todos rebasaron al testigo que no
recibié bioestimulantes, fue notorio que hay una clara ventaja en el uso de bioestimulantes, los
gue son baratos, no contaminan, y estan aprobados a nivel mundial en la produccién orgénica,
lo que indica claramente la ventaja ecoldgica en su uso, por lo que es necesario promover su

aplicacion entre los productores.
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Introduccién

La produccion de hortalizas en invernadero representa una alternativa ecoldgica para generar
productos con bajo impacto ambiental, al productor y consumidor, ya que se pueden aplicar
tecnologias sustentables como riego por goteo, acolchado plastico, aplicacion de abonos
organicos y hiofertilizantes aprobados a nivel mundial por la FAO para la agricultura ecoldgica.
En décadas pasadas Veracruz fue productor de hortalizas basicas, entre estas el tomate rojo
tipo saladet. La superficie sembrada de jitomate en el afio 2011, fue de 2,313.75 ha en las
cuales se cosecho una produccion de 54,381.5 t de fruto fresco con un rendimiento promedio
de 23.5 toneladas por hectarea, la mayoria bajo el sistema de produccién de cielo abierto. Sin
embargo, al paso del tiempo la produccién se ha reducido a casi cero debido a la presencia de
plagas como mosquita blanca, las cuales transmiten enfermedades virales dificiles de controlar
y que causan grandes pérdidas a los productores de este cultivo, por lo que ante este
escenario, se ha mostrado que los sistemas protegidos, tales como invernadero tipo tropical o
bioespacio, representan una alternativa para el cultivo de jitomate con grandes posibilidades
de éxito, ya que el aislamiento del sistema reduce al minimo los ataques de plagas y
enfermedades, lo que permite al productor obtener cosechas econémicamente sustentables
(Meneses et al., 2009a). México es el principal proveedor a nivel mundial de jitomate con una
participacion en el mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales
(SAGARPA, 2017). A pesar de que durante el periodo 2003-2016 se redujo su superficie
sembrada, tuvo un crecimiento acumulado en produccién de 54.25%, asi como en las
exportaciones en fresco de 77.87%, convirtiéndolo en uno de los cultivos con mayor
incremento en productividad, por lo que para mantenerla o incrementarla se mencionan varias
estrategias, pudiéndose mencionar entre las principales impulsar el desarrollo de la agricultura
protegida, impulsar el manejo organico y promover la reconversion en unidades productivas.
Ademas, de acuerdo a lo reportado por Borbon et al. (2009), la produccién de jitomate bajo
invernadero o casa sombra tiene la ventaja de menor incidencia de enfermedades como

Clavibacter michiganensis spp. En la actualidad, se ha incrementado la nutricion mediante




microrganismos benéficos (Rhyzophagus y Trichoderma), como una alternativa sustentable al
uso de los fertilizantes quimicos que proceden de fuentes naturales no renovables. Sin
embargo, Harris-Valle et al. (2009) sefalan que la eficiencia en la simbiosis micorrizica
arbuscular depende de las especies asociadas, por lo que esto hace necesario hacer estudios
encaminados a conocer la respuesta entre microorganismo y el hospedero. La aplicacion de
micorrizas, no implica que se deje de fertilizar, sino que las plantas micorrizadas absorben
mejor los fertilizantes y ello hace que se pueda disminuir la dosis desde 25 hasta 50% (Aguado,
2012; Duran et al., 2015). Se ha reportado un efecto positivo de la inoculacion sobre las
plantulas de tomate con respecto al tratamiento testigo. Se han reportado amplias ventajas,
principalmente en el incremento del rendimiento de jitomate por usar la inoculacion con cepas
de hongos como fuentes de nutrimentos en las fases de semillero y de campo (Diaz et al.,
2022). Duran et al. (2015) mencionan que la aplicacion de micorrizas no implica que se deje
de fertilizar, sino que las plantas micorrizadas absorben mejor los fertilizantes y ello hace que
se pueda disminuir la dosis recomendada entre 25 y 50%.

En los dltimos afios se ha incrementado la producciéon y consumo de productos del campo,
producidos mediante técnicas no contaminantes ni dafiinas al medio ambiente. La agricultura
organica se basa en técnicas de producciéon mediante el uso de abonos organicos, compostas
y microorganismos benéficos. El empleo de rizobacterias y hongos formadores de micorrizas,
esta considerado como una de las contribuciones mas importantes de la biotecnologia y la
microbiologia a la agricultura actual, es una tecnologia clave para asegurar la sustentabilidad
y productividad agricola de bajo impacto ambiental, que ademas de incrementar el rendimiento
de los cultivos, mejora la fertilidad del suelo y reduce las poblaciones de microorganismos
fitopatdgenos, minimizando asi los costos de los insumos sintéticos y la contaminacion del
medio ambiente, coadyuvando de esta manera a la sustentabilidad de la agricultura (INTAGRI,
2021). Los biofertilizante no son una moda. Este nuevo sector del mundo agricola paso de ser
una tendencia a una necesidad en el cultivo de vegetales para el consumo humano. Prueba
de lo anterior es que el mercado mundial esta exigiendo una conversiéon hacia los productos
organicos, alejados de contaminantes que repercutan en la salud de las personas Los
microorganismos cumplen funciones de descomposicion, solubilizacion de nutrientes y
estimulacién del crecimiento de las raices; por eso son unos excelentes fertilizantes biologicos

y una alternativa tecnologica primordial para el desarrollo de nuevas soluciones; para
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aplicaciones agricolas los mas utilizados son las bacterias, los hongos, las algas y los
actinomicetos( Superintendencia de industria y comercio Grupo Banco de Patentes, 2014).
Guardiola et al. (2019) sefialan que la agricultura sostenible es una practica que ha ganado
importancia en los ultimos afios debido al impacto ambiental generado por la agricultura
tradicional y que el uso de compuestos nutritivos como lixiviado de lombricomposta y los
microorganismos benéficos del suelo ayudan a reducir el uso de fertilizantes quimicos y a
restaurar la estructura del suelo y los ecosistemas.

Boraste et al. (2009), mencionan que el termino biofertilizante se define como preparados
sélidos o liquidos que contienen cepas de células vivas o latentes, que son eficientes para la
fijacion de nitrdgeno, solubilizadores de fosfato o microorganismos celuliticos, para su
aplicacién a las semillas o la rizésfera de las plantas, con el objetivo de aumentar el nimero
de esos microorganismos y acelerar los procesos microbianos que aumentan el crecimiento
radicular, asi como la disponibilidad de nutrientes que pueden ser facilmente asimilables por
las plantas cultivadas. Nelson y Nelson (2015), en un trabajo desarrollado en casas de cultivo
protegido, modelo Tropical A-12 con tomate hibrido HA 3108-Hazera inoculada el biofertilizante
comercial Ecomic® con hongos micorrizicos arbusculares y con aplicaciones de humus de
lombriz al 50% de la fertilizacidon mineral, encontraron que ejercen un efecto positivo en el
crecimiento, desarrollo y rendimiento del cultivo.

Lira (2021) menciona que los biofertilizantes (BF) bacterianos pueden clasificarse de manera
general en: Fijadores biologicos de nitrogeno como las del genero Rhizobium sp.,
Bradyrhizobium sp., Azotobacter sp. y Azospirillum sp.; solubilizadores de fésforo como
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Penicilium sp., Trichoderma sp. y Aspergillus sp.;
movilizadores de fosfatos como: hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA),
destacando Rhizophagus sp., Endogone sp., Gigaspora sp., Acualospora sp. y Scutellispora
sp. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) o PGPR (plant growth promoting
rizobacteria, por sus siglas en inglés) como: Pseudomonas sp. Agrobacterium sp.,
Bradyrhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirillum, Streptomyces sp. y Xhanthomonas sp. De
acuerdo a la clasificacion anterior los microorganismos Trichoderma y Rhysophagus utilizados
en la presente investigacion, estan catalogados como fijadores de nitrégeno y promotores del
crecimiento vegetal, sin embargo, los efectos que estos provocan en la planta y el suelo son

diversos y complejos, de manera que deben ser estudiados de manea particular. Chiriboga et
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al. (2015) mencionan que Trichoderma spp. tiene la capacidad de tomar los nutrientes de los
hongos patdgenos, compite con ellos o los degrada; también se alimenta de los materiales
organicos, degradandolos, por ello, las incorporaciones de materia organica y composta
favorecen su establecimiento en el suelo. El hongo requiere de humedad para poder germinar,
ademas, tiene una velocidad de crecimiento bastante rapida, por lo que es capaz de
establecerse en el suelo y controlar enfermedades que afectan a los cultivos.

Alvarado et al. (2014), en un estudio de aplicaciéon de Glomus en tomate cultivado en casa
sombra encontraron incremento en el contenido de clorofila, altura de planta y la colonizacién
micorrizica. Ademas, promovio una mejor calidad del fruto, aumenté los valores de longitud,
diametro y peso de fruto, comparado con plantas no inoculadas; lo anterior se manifesté en el
incremento del 30% en la produccion de fruto.

Alvarado et al. (2014), realiz6 un estudio en casa sombra para ver el efecto de micorrizas sobre
tomate hibrido tipo Saladette “El Cid”. En este estudio, concluyo que la inoculacion del hongo
micorrizico R. intrarradices en plantas de tomate bajo un sistema de fertirriego y en condiciones
de casa sombra, increment6 el contenido de clorofila, altura de planta y la colonizacién
micorrizica. El mismo inoculante fue capaz de promover una mejor calidad del fruto, aumento
los valores de longitud, diametro y peso de fruto, comparado con plantas no inoculadas. Lo
anterior se manifestd con un incremento de 30% en la produccion acumulada de fruto. sefialan
Se hareportado que los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega
a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda
detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefal eléctrica (Hidema et al., 1992). La
cantidad de luz captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada
por la clorofila, la sefial es procesada, y la absorbancia es cuantificada en valores
dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades SPAD seran siempre las mismas
de acuerdo con el tono verde de las hojas (Krugh et al., 1994). El contenido de clorofila y la
absorcion de nitrogeno se han correlacionado con las unidades SPAD en diversas condiciones
ambientales como la intensidad luminosa, temperatura, humedad relativa, plagas, densidad de
poblacién, fuente de nitrégeno, etc. (Hidema et al., 1992).

Trichoderma harzianum, un hongo que esta presente en casi todos los suelos del mundo, se
caracteriza por colonizar rapidamente las raices de las plantas, logrando mecanismos para

mejorar el desarrollo radicular de las plantas ademas de tener efectos antagdnicos en
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patdogenos del suelo (Ecoplexity, 2010; Navarro, 2021). Asi también, actia como
bioestimulante del crecimiento radicular, esto debido a que estimula a la planta a la secrecion
de fitohormonas, por lo tanto, incrementa la masa radicular permitiendo una mejor asimilacion
de nutrientes y una mayor altura de la planta (ECURED, 2021).

El uso a gran escala de los biofertilizantes en cualquier sistema de produccion agricola tiene
grandes beneficios sobre el ambiente. Sin embargo, resulta preocupante que en México la
tecnologia relativamente simple de la biofertilizacion no ha sido transferida a la mayoria de los
productores. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las
cuales son colonizadas rapidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de
adaptacion a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma la
posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnoldgicos
(Ecoplexity, 2010). Este mircroorganismo protege a las raices de enfermedades causadas por
Pythium spp., Rhizoctonia sp. y Fusarium spp., y permite el crecimiento de raices mas fuertes
y por lo tanto el sistema radicular es mas sano. Otros beneficios son en el aumento de la
capacidad de captura de nutrientes y de humedad, asi como mejorar el rendimiento en
condiciones de estrés hidrico. No requiere equipamiento especial para su aplicacion. Es
compatible con inoculantes de leguminosas y posibilidad de aplicar a semillas que han sufrido
un tratamiento fungicida quimico. Disminuyen y en algunos casos eliminan la necesidad de
tratar con fungicida quimico, reduciendo costos y el uso de fertilizantes, pues las plantas tienen
mas raices y las utilizan mejor (ECURED, 2021).

Trichoderma tiene diversas ventajas como agente de control biol6gico, pues posee un rapido
crecimiento y desarrollo, también produce una gran cantidad de enzimas, inducibles con la
presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de sustratos, lo
cual facilita su produccion masiva para uso en la agricultura. Su gran tolerancia a condiciones
ambientales extremas y habitat, donde los hongos son causantes de diversas enfermedades,
le permiten ser eficiente agente de control; de igual forma pueden sobrevivir en medios con
contenidos significativos de pesticidas y otros quimicos. Este hongo toma nutrientes de los
hongos que degrada y de materiales organicos ayudando a su descomposicién, por lo cual las
incorporaciones de materia organica y compostaje lo favorecen; también requiere de humedad

para poder germinar, la velocidad de crecimiento de este organismo es bastante alta, por esto
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es capaz establecerse en el suelo rapidamente y controlar las enfermedades. Probablemente
sea el hongo beneficioso, mas versatil y polifacético que abunda en los suelos.

No se conoce que sea patdgeno de ninguna planta, sin embargo, es capaz de parasitar,
controlar y destruir muchos hongos, nematodos y otros fitopatégenos, que atacan y destruyen
muchos cultivos; debido a ello, muchos investigadores le llaman el hongo hiperparasito. Ello
convierte al Trichoderma en un microorganismo de imprescindible presencia en los suelos y
cultivos, y de un incalculable valor agricola (ECURED, 2021). Vargas et al. (2019) en un trabajo
de evaluacion de Trichoderma en condiciones de invernadero, T. spirale produjo los mejores
resultados luego de 90 dias post-trasplante con el aumento del tamafio de las plantas, la
produccion de tomates por racimo junto con la proteccion de las plantas contra la marchitez
del Fusarium. Los resultados obtenidos con la cepa nativa de T. spirale usada en este trabajo
demostraron que este organismo posee un gran potencial como agente de control biolégico.
Aguado (2012) menciona que los beneficios del uso de los biofertilizantes en la agricultura
incluyen: Aumento de la capacidad de las plantas para absorber agua y nutrientes del suelo,
reduccion de los requerimientos de irrigacion y fertilizacion en los cultivos, aumento del
crecimiento y establecimiento de las plantulas. Incremento del enraizamiento de esquejes,
aumento del vigor de las plantulas y plantas adultas, biocontrol de fitopatdgenos, reduccion de
los tiempos de cosecha (en algunos casos entre 7 y 9 dias y extension de los tiempos de
produccion. Incremento del rendimiento de los cultivos, tanto en campo como en invernadero,
aumento de la calidad de los frutos, compatibilidad con la produccién organica de los cultivos
agricolas, reduccion de la contaminacion ambiental a través de la disminucion del uso de
pesticidas y fertilizantes quimicos y bioremediacion de suelos contaminados por derivados del
petroleo y metales pesados.

En cuanto a Trichoderma, Aguado (2012) menciona que uno de los hongos mas utilizados en
la formulacién de biofertilizantes. Este hongo filamentoso esta ampliamente distribuido en casi
todos los tipos de suelos, habitando sobre material vegetal en descomposicion y comunmente
es el hongo cultivable encontrado mas frecuentemente en el suelo. Ademas de su bien
documentada capacidad para control de una amplia variedad de fitopatdgenos, investigaciones
mas recientes han demostrado que Trichoderma posee diversos mecanismos para promover
el crecimiento de las plantas, entre los que sobresalen: Control de patdgenos de raiz y hoja.

Este control ocurre de manera indirecta a través de la activacion de las respuestas de
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resistencia inducida, o directamente a través del ataque de las hifas de los hongos patogénicos
por Trichoderma. Alteracion de la composicion en la microflora adyacente a las raices.
Mejoramiento del estatus nutricional de las plantas (especialmente nitrogeno). Aumento de la
solubilizacién de nutrientes del suelo. Incremento del desarrollo radical. Incremento del nimero

de pelos radicales. Favorecimiento de un enraizamiento mas profundo.

Materiales y Métodos

El estudio se realizd bajo condiciones de agricultura protegida, teniendo como estructura un
invernadero tropical con cubierta de polietileno color blanco translucido y malla blanca
antiafidos en las partes laterales; ubicado en el Campo Experimental Cotaxtla, en la localidad
La Esmeralda, Municipio de Medellin de Bravo, Veracruz, México. Se utilizé sistema de riego
por goteo mediante cintilla con emisores a 40 cm de distancia y con un gasto nominal de 1.2
litros por hora. El material fue el hibrido comercial Toro F1 de jitomate tipo Saladette de
crecimiento determinado. Se formaron camas de siembra de 1.2 m de ancho, con una altura
aproximada de 0.2 m para asegurar buen drenaje, la distancia de centro a centro de cama fue
de 1.6 m, las cuales se cubrieron con plastico blanco/negro calibre 90, de 1.20 m de ancho
como material para acolchar, de acuerdo a lo recomendado por Meneses et al. (2009b).
Formadas la cama de siembra se aplicé la lombricomposta en dosis de 5 t/ha y se cubrié con
tierra. La siembra se realiz6 a doble hilera en zig zag, a una distancia de 0.60 m entre hileras
y 0.50 m entre plantas, se puso una planta por mata. La produccion de planta se realizd
mediante la siembra en charolas germinadoras de 200 cavidades, colocando una semilla por
cavidad y como sustrato se utilizé peat moss. Antes de la siembra se realizo6 la inoculacion de
la semilla con los bioestimulantes bioldgicos. A los 35 dias después de la siembra se llevé a
cabo el trasplante a las camas de siembra. El tratamiento de fertilizacién quimica general
consistio en aplicar una dosis 82.5-30.5-45 (N - P205 - K20), lo que equivale al 50% con
respecto al tratamiento tradicional.

Se utilizé un disefo factorial con arreglo de tratamientos en bloques completos al azar, con

interaccion. Los tratamientos de bioestimulantes fueron:




T1: Trichoderma harzianum T220 (50%) + Rhizophagus intraradices

T2: Genyfix (Mezcla de hongos)

T3: Mix (Mezcla de tres especies de Trichoderma: T. viridae, T. aseprellum y T. koningii)
T4: testigo

La parcela util estuvo formada por seis plantas con competencia completa. La altura de planta
se midié con una regla de un metro de longitud desde la base hasta el apice de la plantay se
expreso en centimetros. Para el diametro de tallo se midié con un vernier digital en la base del
tallo y se expres6 en centimetros. Para la estimacion de la lectura de clorofila se realizé con
un equipo SPAD (Soil Plant Analysis Development) 502 de Minolta a los 30, 60 y 90 dias
posteriores a la nacencia. La determinacion de la calidad del fruto fue con base en el peso,
largo y diametro ecuatorial de 20 frutos por parcela tomados al azar. El rendimiento de frutos
a la madurez fisiolégica se determiné con apoyo de una bascula digital y se expresé en
kilogramos por parcela. Y para el peso de fruto por corte se utilizé una bascula digital y se
expreso en kilogramos por parcela.

Para las variables altura de planta, diametro de tallo y lectura del SPAD, se realiz6 el analisis
de varianza y comparaciones de medias de Tukey con una probabilidad de P < 0.05 con el
procedimiento ANOVA del paquete estadistico SAS. En cambio, en el caso de las variables
peso de fruto y el ndmero de frutos el analisis fue mediante el procedimiento GLM vy la
comparaciéon de medias de Tukey con una P < 0.05 con el paquete estadistico INFOSTAT.

Resultados y Discusion

En analisis de varianza para la variable altura de planta de jitomate Unicamente detect6 alta
significancia y significancia en las fuentes de variacién correspondientes a la fecha de corte y
la interaccion tratamiento por repeticion, respectivamente (Cuadro 1).

En el caso de la lectura de SPAD solamente hubo significancia estadistica para la fecha de
corte, en contraste, la variable diametro de tallo donde se detect6 alta significancia para la

misma fuente de variacion.




Cuadro 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza de genotipos de jitomate en agricultura

protegida.

F. V. G.L. Alturade planta (cm) Lectura SPAD Diametro de tallo (mm)
Tratamiento 3 155.36 26.86 0.86
Fecha de corte 2 37514.48** 119.52* 91.25*

TxC 6 55.25 20.52 0.34
Repeticion 3 127.57 26.86 1.80**
TXxR 9 159.40* 43.19 0.64
CxR 6 67.15 12.66 0.35
Error 18 56.45 26.01 0.31
Media 121.98 42.56 10.53
C.V. 6.15 11.98 5.37

F.V. Fuente de variacion, G.L. Grados de libertad, ** Altamente significativo con una probabilidad a=0.01 y *
Significativo con una probabilidad a=0.05.

En la comparacion de medias no se detectaron diferencias estadisticas entre tratamientos en
ninguna de las variables evaluadas, no obstante que el diametro de tallo en el tratamiento
testigo (fertilizacion tradicional) fue el que present6 el menor valor comparado con el T22+R
(Trichoderma complementado con Rhizophagus) con una diferencia numérica superior a cinco
milimetros (Cuadro 2).

En relacién con la altura de planta, la comparacién de medias entre fecha de corte mostro,
como era de esperarse, que a mayores dias después del trasplante la altura fue mayor, similar
tendencia en cuanto al diametro de tallo. Caso contrario ocurrié para la cantidad de clorofila en
el dosel vegetal, donde a medida que pasaron los dias, este valor fue disminuyendo (Cuadro
3).

Cuadro 2. Medias de tratamientos aplicados en genotipos de jitomate en agricultura protegida.

Tratamiento Altura de planta (cm) Lectura SPAD Diametro de tallo (mm)
T22+R 124.182 a 42.845 a 10.802 a
Genifix 120.170 a 41.291 a 10.693 a

Mix 125.718 a 41.560 a 10.417 a
Testigo 117.888 a 44.566 a 10.210 a
DMS 8.669 5.885 0.652

DMS: Diferencia minima significativa. Valores con la misma letra dentro de columnas son iguales
estadisticamente (a=0.05).




Cuadro 3. Medias de fecha de corte en un genotipo de jitomate en agricultura protegida.

Fecha de corte Altura de planta (cm) Lectura SPAD Diametro de tallo (mm)
30 DDT 68.781 c 44.741 a 7.788 b
60 DDT 133.718 b 43.458 ab 11.648 a
90 DDT 163.469 a 39.498 c 12.155 a
DMS 6.779 4.602 0.510

DDT: Dias después del trasplante, DMS: Diferencia minima significativa. Valores con la misma letra dentro de
columnas son iguales estadisticamente (a=0.05).

El analisis por cortes nos muestra que el mejor rendimiento se obtuvo en el tercer corte, en el
gue sobresalieron los tratamientos T2, T1 y T3 a base de bioestimulantes. Le sigui6 el corte 4,
en el que también sobresalieron los cortes a base de bioestimulantes. En ambos cortes el
tratamiento con mas alto rendimiento de fruto fue el T2 con Genifyx (Cuadro 4). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Aguado (2012) quien menciona que unos de los
factores en que influyen los biofertilizantes es el incremento en el rendimiento de los cultivos

tanto en campo como en invernadero.

Cuadro 4. Rendimiento de fruto de jitomate de la interaccién entre tratamiento y corte.

Tratamiento Numero de corte Media C.V.
Genifix 3 8.47 a 24.91
T22(50%)+R 3 8.29 a 48.52
Mix 3 7.22 ab 6.70
Genifix 4 6.96 ab 26.64
Mix 4 6.89 ab 16.64
T22(50%)+R 4 6.51b 44.54
Mix 5 3.84 cd 28.78
Testigo 3 3.58 cd 15.47
Testigo 4 3.11cd 7.48
Genifix 5 2.87 cd 24.73
T22(50%)+R 5 2.81cd 67.42
T22(50%)+R 6 2.79 cd 67.94
Testigo 5 2.78 cd 18.29
Mix 6 242 e 54.76
Genifix 6 1.66 ef 37.54
Testigo 6 1.42f 23.58

DMS: Diferencia minima significativa (DMS=0.17037). Valores con la misma letra dentro de columnas son
iguales estadisticamente (a=0.05).




En el Cuadro 5 se observa que los tratamientos 1 a 3 tuvieron resultados semejantes en un
intervalo de valores muy corto, aunque el valor mas alto fue para T1 (Trichoderma harzianum)
con 20.39 kg por parcela, le siguen T3 con 20.36 kg; sobresale el hecho que el tratamiento
Blanco T4 que no recibio estimulantes tuvo un rendimiento relativo del 53.31% con respecto a
T1 que fue el mas alto. El analisis de varianza para esta variable fue altamente significativo,
pero la prueba de Tukey muestra como iguales sin diferencia significativa a T1, T2y T3,y
diferentes a T4 que es el testigo. Estos resultados muestran un efecto sobresaliente de los
bioestimulantes al lograr incrementos en el rendimiento de fruto desde 83 hasta 87% sobre el
testigo. Con estos resultados se reafirma el efecto positivo del uso de hongos micorrizicos los
cuales aun en condiciones de estrés son capaces de incrementar el crecimiento, sobrevivencia

y rendimiento de los cultivos u otras especies vegetales silvestres (Auge, 2001).

Cuadro 5. Medias de tratamiento en un material comercial de jitomate en agricultura protegida.

Tratamiento NFT RF Incremento relativo en rendimiento (%)
T22(50%)+R 296.6 a 20.39 a 87
Genifix 231.3ab 19.94 a 83
Mix 228.0 ab 20.36 a 87
Testigo 1245b 10.87 b 0

NFT: Numero de frutos totales, RF: Rendimiento total de fruto (kilogramo por parcela). Valores con la misma letra
dentro de columnas son iguales estadisticamente (a=0.05).

En cuanto al numero de frutos totales sobresalié T1, seguido por el T2 y T3, aunque sin
diferencias estadisticas significativas, no obstante, son mucho mas altos que el testigo con el
gue si hubo diferencia estadistica. Se encontré una relacion directa entre las variables nimero
total de frutos y rendimiento total, toda vez que el tratamiento sobresaliente lo fue en ambas
variables. Estos valores concuerdan con resultados obtenidos en estudios donde utilizan
biofertilizantes fosfo solubilizadoras (Planes-Leyva et al., 2004). Esto ultimo es importante para
el productor, ya que a mayor rendimiento espera lograr mayor ganancia (Cuadro 5). Resulté
obvio la ventaja de usar bioestimulantes, los que son baratos, no contaminan y estan

aprobados a nivel mundial en la produccion organica, mostrando claramente la ventaja

ecoldgica en su uso.




Conclusiones

Los tratamientos T1 y T2 resultaron sobresalientes en rendimiento de fruto, aunque no hubo
diferencia estadistica con T3, pero todos rebasaron al testigo que no recibié bioestimulantes.
Los cortes tres y cuatro fueron los mejores en cuanto a rendimiento de frutos, en los que
sobresalieron los tratamientos T1 y T2. Hay una clara ventaja en el uso de bioestimulantes, los
gue son baratos, no contaminan, y estan aprobados a nivel mundial en la produccién orgénica,
lo que indica claramente la ventaja ecoldgica en su uso, por lo que es necesario promover su

aplicacion entre los productores.
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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum) es considerado un ingrediente importante en la alimentacion
a nivel mundial y su consumo en fresco incrementa cada afio. Debido a la naturaleza del
tomate, éste tiende a ser altamente perecedero, por lo que, es necesario la aplicacion de
tratamientos post-cosecha para preservar sus propiedades. Hoy en dia, con la ingenieria
genética se ha conseguido mejorar los cultivos incrementando su vida util, entre otras
aplicaciones. Este estudio se centro en evaluar el efecto de la aplicacion de acido oxalico sobre
tomate modificado genéticamente mediante el silenciamiento de la enzima TomloxB. Se
aplicaron los tratamientos de acido oxalico de 3 y 10 mM durante 10 minutos a 25°C en tomates
wild type y modificados genéticamente; posteriormente los tomates fueron almacenados a
25°C durante 30 dias. Se determinaron los parametros de: cambios en la apariencia, pérdida
de peso, color y firmeza. Con el tratamiento de 3 mM de &acido oxalico se logroé conservar los
atributos de los tomates genéticamente modificados durante 30 dias de almacenamiento,
mostrando lentos cambios en la apariencia durante el almacenamiento, menor pérdida de
peso, mayor luminosidad, angulo hue y firmeza, en comparacion al tomate wild type con
tratamiento, cuya vida post-cosecha fue de hasta 18 dias, mientras que para el tomate sin

tratamiento fue de 15 dias.

Palabras clave: retraso en la maduracion, fruto GMO, pardmetros fisiologicos
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Introduccién

El tomate (Solanum lycopersicum) es considerado un ingrediente importante en la alimentacion
a nivel mundial; el consumo de este cultivo en fresco se ha estado incrementando cada afio.
Se conoce que una vez cosechados, los productos horticolas contindan con sus funciones
fisiologicas, en especial el tomate, el cual es un fruto climatérico. Por lo que, es importante
mantener sus propiedades y retrasar su maduracion, para su traslado a los diferentes centros
de distribucién para ser comercializado. Para cubrir esta situacion, se emplean los tratamientos
post-cosecha, cuyo proposito es retrasar la maduracién del fruto tratado y conservar sus
propiedades organolépticas (Arah et al., 2016).

La aplicacion de acido oxalico, el cual es un compuesto organico que se encuentra en verduras
de hoja verde y actia como donante de electrones, catalizador acido y quelante de iones
metélicos (Shimida et al., 1997). Ademas, es un tratamiento post-cosecha que en soluciones
a concentraciones milimolares, ha mostrado buenos resultados para prolongar la vida post-
cosecha en tomate (Kant et al., 2013; Li et al., 2016), mango (Zheng et al., 2007; Razzaq et
al., 2015) y platano (Huang et al., 2013), entre otros.

Por su naturaleza, el tomate ha sido considerado en los ultimos afios como modelo de estudio
a nivel molecular, debido a que es susceptible a las técnicas de ingenieria genética, asi como
de biologia molecular (Hobson y Grierson, 1993). Ledn-Garcia y colaboradores (2017)
insertaron en anti-sentido el gen de TomLoxB en tomate, con el objetivo de prolongar su vida
post-cosecha y obtuvieron como resultado favorable una mayor firmeza y conservaciéon de su
integridad.

Se han realizado pocos estudios para conocer la fisiologia de este fruto con modificaciones
genéticas. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del &cido oxalico
sobre la maduracion del tomate (Solanum Lycopersicum) con silenciamiento del gen TomLoxB.

Materiales y Métodos

Para este estudio se emplearon plantas de tomate transgénico modificadas previamente por

Ledn-Garcia et al. (2017), insertando el gen de la lipoxigenasa B (TomLoxB) en anti-sentido a




través de Rhizobium radiobacter (antes Agrobacterium tumefaciens). Los genes de la
neomicina fosfotransferasa (NPTII) y de la 8 glucuronidasa (UIDA) se utilizaron como marcador
de transformacion y genes reporteros, respectivamente. Se emplearon tomates en estado
break variedad TA234, asi como lineas wild type (WT) y modificadas genéticamente (GM),
pertenecientes a la F1. Ambos tipos de tomate fueron sembrados, cultivados y cosechados en
el periodo de marzo de 2021 a septiembre de 2021, en el invernadero del Laboratorio de
Manejo Post-cosecha del Instituto Tecnoldgico de Veracruz, en el puerto de Veracruz.

Se realizaron estudios previos con diferentes concentraciones reportadas en literatura (Kant et
al., 2013; Li et al., 2016) y se determinaron dos concentraciones: 3 y 10 mmol/L para llevar a
cabo el estudio. Se sumergieron los tomates en las respectivas soluciones antes mencionadas
durante 10 minutos a 25°C. Posterior al tratamiento, se colocaron sobre una malla durante tres
horas para retirar la solucion de la superficie. Se almacenaron a 25°C con una humedad
relativa de 65-70% durante 30 dias.

Los cambios en la apariencia durante el periodo de estudio fueron registrados fotograficamente
con una camara (Canon Power Shot mod SX5001S), al inicio del tratamiento y cada seis dias
hasta el dia 30 de almacenamiento.

Se determind la pérdida de peso (% PP), utilizando una balanza analitica, llevando el registro
del peso al inicio y cada tres dias durante todo el almacenamiento. La pérdida de peso se
reportd en porcentaje.

El color se determind con un colorimetro de reflectancia Hunter Lab. Se midi6 en tres puntos
sobre la zona ecuatorial, cada tres dias. Los parametros obtenidos fueron: L*, a* y b*, se
utilizaron para calcular los valores de luminosidad y angulo Hue (h°).

La firmeza se determind por puncion, en tres puntos sobre la zona ecuatorial cada tres dias,
mediante un analizador de textura de frutos, empleando una sonda en forma de aguja de acero
inoxidable de 8 mm. La firmeza se expres6 en Newton (N).

Los datos se analizaron en disefio experimental completamente aleatorio, aplicando un analisis
de varianza de una via. Para comparar las medias se utilizé la prueba de Tukey (p < 0.05),

utilizando el software estadistico Minitab version 18. Cabe indicar que en cada andlisis se

consideraron tres réplicas.




Resultados y Discusion

Los tomates sometidos a tratamiento con &cido oxalico tanto los WT (sin modificacion genética)
como GM (genéticamente modificado), mostraron cambios en la apariencia en los primeros
seis dias, observandose un ligero cambio en la coloracién, pasando al estado pink, en
comparacioén con el fruto testigo de cada linea, que se encontrd en estado red light, de acuerdo,
a lo establecido por los estdndares mostrados por la USDA (1991) (Figura 1).

Testigo 3mM 10 mM Testigo 3mM 10 mM Testigo 3mM 10 mM

Figura 1. Cambios en la apariencia durante la maduracion en tomates variedad TA234 con

tratamiento de acido oxalico de 3 y 10 mM, en tomates WT (wild type) y GM (modificado
genéticamente).

En el dia 12, ambos tipos de tomates continuaron desarrollando el color rojo, observandose
ese cambio de manera clara en los frutos testigo, los cuales alcanzaron el color rojo, indicio de
gue llegaron a la madurez. Sin embargo, los tomates GM se encontraban en el estado red light
(Figura 1). Para el dia 24 se observé que el tomate GM con tratamiento de 3 mM aun
permanecia con una coloracién naranja, propia del estado red light, mientras que el testigo y
el tratado con 10 mM ya habian alcanzado la maduracion (coloracién roja), incluso
manifestandose los primeros signos de arrugamiento, que indican la senescencia en el fruto.

Finalmente, para el dia 30, el tomate GM con tratamiento de 3 mM alcanzo la maduracion, al




mostrar una coloracion completamente roja, mientras que los otros tomates de la misma linea
presentaron signos de arrugamiento (Figura 1).

Estos resultados son consistentes con los reportados por Kant et al. (2013), donde obtuvieron
una prolongacion de cuatro dias de vida atil en comparacion con el testigo, empleando una
solucién de acido oxalico 3 mM. En este estudio, la prolongacién de la vida util fue de 12 dias
para el tomate wild type en comparacion al tomate GM, ambos testigos.

La menor pérdida de peso significativa (p<0.05) que se registré en el experimento correspondio
a los tomates GM-3 mM con un valor de 8.51% en comparacion al resto de los tratamientos y
al testigo con un valor de 9.51%. Mientras que, para los tomates WT-3 mM fue de 12.39% y
su testigo de 19.57%; todos ellos en el dia 30 de almacenamiento (Figura 2). Kant y
colaboradores (2013) mencionan que los tomates tratados con 3 mM de 4cido oxalico tuvieron
una pérdida de peso de 9% en el dia 21 de almacenamiento. Probando la eficacia del
tratamiento para los tomates GM-3 mM; esto puede deberse a que el efecto del tratamiento
contribuye a una mayor estructura reticulada de la pared celular. Sumado al efecto del
silenciamiento del gen TomLoxB, el cual ha demostrado disminuir la produccién y expresién
de la lipoxigenasa (Ledén-Garcia et al., 2017), lo que permite conservar la fluidez en la

membrana celular, conservando su funcionalidad y con ello, una menor transpiracion del fruto.
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Figura 2. Pérdida de peso en tomates con tratamiento de acido oxalico de 3y 10 mM, en tomates
WT (wild type) y GM (modificado genéticamente).




En el dia 15, los tomates GM-3 mM registraron valores de luminosidad de 45.07, los tomates
GM-C mostraron valores de 42.92, para los tomates WT-3 mM fue de 40.47 y los tomates WT-
C fue 36.51 (Figura 3). Resultados similares reportaron Hafiz et al. (2017) al aplicar tratamiento
de &cido oxdlico en rambutan, obteniendo una mayor retencion del valor de luminosidad en
comparacién al testigo. Se ha registrado que el descenso de la luminosidad en un fruto es
debido a la sintesis de carotenoides, la cual esta inducida por el etileno (Sun et al., 2020;
Pathare y Al-Dairi, 2021). Por otro lado, uno de los efectos de la transformacion genética, es
la disminucion en la produccion de etileno en el tomate (Velazquez-Lopez et al., 2020), por lo
tanto, la union de ambos métodos disminuy6 de manera gradual la luminosidad en los tomates
GM-3 mM.
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Figura 3. Luminosidad en tomates con tratamiento de acido oxalico de 3y 10 mM, en tomates
WT (wild type) y GM (modificado genéticamente).

Con respecto a los resultados del a&ngulo Hue, los tomates GM-3 mM mostraron un descenso
significativamente menor (p<0.05) en comparacién al resto de los tratamientos, mostrando un
valor de 42.73, incluso al tomate WT testigo, con un valor de 35.40, que tuvo el mayor descenso
en el dia 24 de almacenamiento (Figura 4). La disminucién en el angulo Hue esta relacionada

a la degradacion de la clorofila y la sintesis de los B-carotenos, entre ellos el licopeno, cambios

que dependen de la produccion de etileno (Pathare y Al-Dairi, 2021). Por lo tanto, estos




resultados se deben a la sinergia entre el acido oxalico y el silenciamiento del gen TomLoxB,
ya que, al disminuir el etileno en el fruto, se retrasa el desarrollo del cambio de color, de verde

a rojo y con ello su maduracion.
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Figura 4. Angulo Hue en tomates con tratamiento de acido oxalico de 3y 10 mM, en tomates WT
(wild type) y GM (modificado genéticamente).

En cuanto a la firmeza, se observé una disminucién gradual para ambos tipos de tomate
durante todo el almacenamiento. Los tomates GM-3 mM (3.9 N) mostraron valores superiores
al resto de los tratamientos, siendo significativamente mayor (p<0.05) al tomate testigo WT-C
(2.9 N) en el dia 30 de almacenamiento (Figura 5). Este resultado concuerda con lo reportado
por Kant et al. (2013), en el que los tomates tratados con acido oxalico a una concentracion de
3 mM mantuvieron la firmeza por 21 dias de almacenamiento, atribuyendo que la accién del
tratamiento tiende a disminuir la actividad de las enzimas degradadoras de la pared celular y
con ello, una menor solubilidad de la pectina en el mesocarpio del tomate. Este efecto en
conjunto con el silenciamiento de TomloxB en el tomate GM, el cual le confiere al fruto una
mayor integridad en la membrana por la disminucion en la sintesis de la lipoxigenasa, evitando
la peroxidacion de los acidos grasos libres y con ello, manteniendo la funcionalidad de la
membrana celular (Le6n-Garcia et al., 2017), dieron como resultado una mayor retencioén en

la firmeza del tomate modificado, lo que incrementa su vida Util.
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Figura 5. Firmeza en tomates con tratamiento de acido oxalico de 3 y 10 mM, en tomates WT
(wild type) y GM (modificado genéticamente).

Conclusiones

1. El tratamiento de 3 mM de &cido oxdlico mostré tener efectos favorables al minimizar los
cambios en la apariencia durante el almacenamiento, mayor retencion de la firmeza y
luminosidad, asi como un retraso en la aparicion del color rojo y menor pérdida de peso en los
tomates GM, en comparacion a los tomates WT, incluso con sus respectivos testigos. 2. La
prolongacioén de la vida post-cosecha en el tomate GM con este tratamiento fue de hasta 30
dias, mientras que para el tomate GM testigo fue de hasta 24 dias. 3. La vida post-cosecha en
el tomate WT con el tratamiento de 3 mM fue de hasta por 18 dias y para el tomate WT testigo
fue de 15 dias.

Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por otorgar al primer autor una beca de

manutencion para la dedicacion de tiempo completo a la investigacion de este trabajo.




Literatura Citada

Arah, I. K., G. K. Ahorbo, E. K. Anku, E. K. Kumah and H. Amaglo. 2016. Postharvest handling
practices and treatment methods for tomato handlers in developing countries: A mini
review. Advances in Agriculture Article ID 6436945 2016:8.

Hafiz, A. F. A., Y. W. Keat and A. Ali. 2017. Effect of integration of oxalic acid and hot water
treatments on postharvest quality of rambutan (Nephelium lappaceum L. cv. Anak
Sekolah) under modified atmosphere packaging. Journal of food science and technology
54(7):2181-2185.

Hobson, G. and D. Grierson. 1993. Tomato. p. 405-442. In: Biochemistry of Fruit Ripening.
Springer, Dordrecht.

Huang, H., G. Jing, L. Guo, D. Zhang, B. Yang, X. Duan and Y. Jiang. 2013. Effect of oxalic
acid on ripening attributes of banana fruit during storage. Postharvest Biology and
Technology 84:22-27.

Kant, K., A. Arora, V. P. Singh and R. Kumar. 2013. Effect of exogenous application of salicylic
acid and oxalic acid on postharvest shelf-life of tomato (Solanum lycopersicon L.). Indian
Journal of Plant Physiology 18(1):15-21.

Leon-Garcia, E., G. Vela-Gutiérrez, O. A. Del Angel-Coronel, C. Torres-Palacios, J. De La
Cruz-Medina, M. A. Gomez-Lim and H. S. Garcia. 2017. Increased postharvest life of
TomLox B silenced mutants of tomato (Solanum lycopersicum) var. TA234. Plant Foods
for Human Nutrition 72(4):380-387.

Li, P., F. Yin, L. Song and X. Zheng. 2016. Alleviation of chilling injury in tomato fruit by
exogenous application of oxalic acid. Food chemistry 202:125-132.

Pathare, P. B. and M. Al-Dairi. 2021. Bruise damage and quality changes in impact-bruised,
stored tomatoes. Horticulturae 7(5):113.

Razzaq, K., A. S. Khan, A. U. Malik, M. Shahid and S. Ullah. 2015. Effect of oxalic acid
application on Samar Bahisht Chaunsa mango during ripening and postharvest. LWT-
Food Science and Technology 63(1):152-160.

Shimada, M., Y. Akamtsu, T. Tokimatsu, K. Mii and T. Hattori. 1997. Possible biochemical roles
of oxalic acid as a low molecular weight compound involved in brown-rot and white-rot
wood decays. Journal of Biotechnology 53(2-3):103-113.

Sun, Q., L. Liu, L. Zhang, H. Lv, Q. He, L. Guo, et al. 2020. Melatonin promotes carotenoid
biosynthesis in an ethylene-dependent manner in tomato fruits. Plant Science
298:110580.

USDA (United States Department of Agriculture). 1991. United states standards for grades of
fresh tomatoes. United States Department of Agriculture. Agricultural Marketing Service.
Fruit and Vegetable Division. Fresh Products Branch. 13 p.




Velazquez-Lopez, A. A., J. De la Cruz-Medina, H. S. Garcia, G. Vela-Gutiérrez, C. Torres-
Palacios and E. Ledn-Garcia. 2020. Lipoxygenase and its relationship with ethylene
during ripening of genetically modified tomato (Solanum lycopersicum). Food
Technology and Biotechnology 58(2):223-229.

Zheng, X., S. Tian, M. J. Gidley, H. Yue, and B. Li. 2007. Effects of exogenous oxalic acid on
ripening and decay incidence in mango fruit during storage at room temperature.
Postharvest biology and technology 45(2):281-284.




BUSQUEDA Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES SABPs EN LIMON
PERSA INFECTADO CON HLB
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Humberto Estrella Maldonado?, Cristian Matilde Hernandez?, Jacel Adame Garcia? y Hugo Suarez Hernandez?

Resumen

El limén persa (Citrus latifolia Tan.) es la principal variedad de limas y limones cultivada en el
estado, posicionando a Veracruz como el principal productor y exportador de limén Persa en
el pais, sin embargo, la presencia del Huanglongbing (HLB) en Martinez de la Torre; principal
municipio productor de limén Persa a nivel estatal y nacional, supone un riesgo para la
integridad y productividad del cultivo afectando a numerosos productores locales. La
enfermedad es producto de la infeccion de un patdégeno intracelular obligado clasificado como
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) que parasita diversas especies de citricos silvestres
y comerciales, la infeccién por CLas desencadena la respuesta inmune mediante la ruta de
sefializacion de acido salicilico en la que participan las proteinas de unién a acido salicilico
durante la induccién de la resistencia sistémica adquirida (RSA), por tanto, el objetivo del
presente estudio fue identificar y analizar la expresion diferencial de genes codificantes para
proteinas de union a acido salicilico (SABPs) en el transcriptoma de plantas de limon Persa
sanas e infectadas con CLas, por lo cual se realiz6 la sintesis y secuenciacion de ADNc en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. En total, se construyeron y secuenciaron seis
bibliotecas de ADNc, tres de plantas infectadas con CLas y tres de plantas sanas, y se recurrio
a la plataforma Illumina Nextseq 500 para generar secuencias de 75 pb en promedio (paired
end). Se observo que los genes SABPs estan presentes en el transcriptoma de limon persa
sano e infectado con CLas encontrandose ligeramente reprimidos en arboles con HLB aunque

sin significancia estadistica; de acuerdo con los valores de LongFoldChange2, ademas, se
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realizo la reconstruccion filogenética de las proteinas SABP1, SABP2 y SABP3 encontrandose
elevada homologia con relacion a las proteinas SABPs reportadas en Nicotiana tabacum y
Arabidopsis thaliana, y finalmente, se realizé la reconstruccion 3D de las proteinas SABPs
identificadas en Citrus latifolia demostrando elevada similitud estructural con respecto a

NtSABPs y AtSABPs de Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana, respectivamente.

Palabras clave: Citrus latifolia, proteinas de unién a acido salicilico, Huanglongbing

Introduccién

El Huanglongbing (HLB) es considerada una de las enfermedades citricolas mas devastadoras
del mundo (Gottwald et al., 2007) cuyas repercusiones se manifiestan con el constante
deterioro de la calidad productiva y elevadas pérdidas econémicas (Bové, 2006). La
enfermedad se documentd por vez primera en Guagdong, China en 1919, y desde entonces
se encuentra ampliamente distribuida en la regién (Tu, 1932), décadas mas tarde, se identificd
al agente causal, descrito como Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) (Jagoueix et al,
1994). Por su parte, el primer reporte del HLB en México se realizd en julio de 2009 en el
municipio de Tizimin, Yucatan (Trujillo, 2010), y actualmente se encuentra distribuida en todas
las regiones citricolas del pais. El limén persa (Citrus latifolia Tan.) es la variedad cultivada
mas importante de citricos acidos en México (Cauich et al., 2020) siendo el estado de Veracruz
el principal productor y exportador de limén persa en el pais, con Martinez de la Torre como el
principal municipio citricola del estado (Cauich et al., 2020), sin embargo, el limén persa se
encuentra entre las principales especies de citricos cultivadas afectadas directamente por el
HLB (Santivafiez et al., 2013) por lo que la presencia de la enfermedad se vislumbra como una
amenaza para la citricultura local. El acido salicilico es una de las fitohormonas responsables
de regular el crecimiento y desarrollo vegetal, la germinacion de semillas, produccién de frutos,
senescencia, cierre de estomas, termogénesis, fotosintesis y respiracion (Klessig et al., 2018)
siendo la principal fitohormona responsable de inducir y regular la resistencia sistémica
adquirida frente a la infeccion por patégenos biotréficos como ClLas (Yang et al., 2015). En

este sentido, la resistencia sistémica adquirida se caracteriza por ser de amplio espectro y




transitoria, desencadenada por la identificacion de efectores de patogenicidad de patégenos
biotréficos, hemibiotréficos y necrotréficos promoviendo la regulacion transcripcional de genes
de resistencia (Rs) y la sintesis de proteinas de patogenicidad (PRs) (Delgado-Oramas, 2020).
En la resistencia sistémica adquirida participan diferentes moléculas de sefalizacién, siendo
las proteinas de union a acido salicilico (SABP, por sus siglas en inglés) de las principales
moléculas involucradas en la ruta de sefalizacién de acido salicilico que induce la resistencia
sistémica adquirida (Pokotylo et al., 2019). A la fecha, han sido identificadas tres proteinas
SABPs en Nicotiana tabacum, asi como sus homadlogas en Arabidopsis thaliana (Pokotylo et
al., 2019), dichas proteinas fungieron como referentes para la identificacion, busqueda de
homologia y la reconstruccion 3D de las proteinas SABPs en Citrus latifolia, por lo que, los
objetivos del presente trabajo fueron: a) identificar los genes homadlogos a NtSABPs y AtSABPs
en el transcriptoma de muestras de limén persa sanas e infectadas con CLas mediante analisis
BLAST vy filogenéticos y b) evaluar la expresion de los genes SABPs en el transcriptoma de
limén persa sano con respecto al infectado con CLas; esto debido a que en limén Persa se
desconocen los homélogos SABPs, asi como si existe una expresion diferencial de los genes
gue codifican para dichas proteinas durante la infecciéon con CLas logrando que los resultados
obtenidos en este estudio funjan como los primeros referentes en materia de transcriptémica
y filogenética de genes SABPs en arboles de limén Persa en México.

Materiales y Métodos

Sitio de estudio

El tejido vegetal de arboles de limén Persa con y sin HLB, se colectd en una parcela
experimental de 6 afios de edad instalada en el Campo Experimental Ixtacuaco del INIFAP en
Tlapacoyan, Ver., mediante un disefio experimental completamente al azar. La parcela
experimental se encuentra en las coordenadas 20°2'43.92" N, 97° 5'44.37" O (Figura 1). Se
identificaron y colectaron hojas en etapa de madurez fisiologica V6 de acuerdo con la escala
de Ribeiro et al., (2021) de plantas con sintomatologia evidente de HLB y de plantas sanas,

las muestras se etiquetaron y almacenaron inmediatamente en nitrdgeno liquido.




Figura 1. Parcela del Campo Experimental Ixtacuaco en donde fue colectado el material vegetal
de limon Persa sintomético y asintomatico para HLB.

Identificacién de Candidatus Liberibacter asiaticus

Para corroborar la presencia de CLas en las muestras colectadas se realizé la extraccion de
ADN mediante el método CTAB (Rodriguez-Quibrera et al., 2010), por lo que las hojas de limén
Persa se lavaron y secaron con toallas de papel, posteriormente, las nervaduras centrales se
molieron con nitrégeno liquido, el tejido molido se coloc6é en microtubos de 2ml. Se adicion6
1.4 ml de solucién de extraccion (2% de 2-mercaptoethanol + 2% de p/v CTAB, 0.1 M TRIS
HCI pH 8.0, 0.02 M EDTA pH, 1.4 M NacCl, 1% p/v polyvinylpyrrolidona) y se incub6 durante 2
horas con vortex cada 30 minutos. Se transfirieron 800 uL del sobrenadante a un tubo nuevo
de 2 ml, se adiciond6 cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se homogeneizé por inversion. Se
centrifugd y recupero el sobrenadante en un tubo nuevo de 1.5 ml al que se le adicionaron 250
uL de acetato de amonio 7.5. M y 300 uL de alcohol isopropilico. Se precipitdé durante 45
minutos a -20°C. Se centrifugé y desechd el sobrenadante cuidadosamente evitando el
desprendimiento de la pastilla. Se lavé dos veces con etanol frio al 70%. Se dej6 secar las
muestras a temperatura ambiente y se resuspendieron en 50 uL de agua grado biologia

molecular. Finalmente, se determind la calidad e integridad del ADN mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1% y espectrofotometria NanoDrop.




Extraccién de ARN

La extraccion de ARN de limén Persa se realiz6 con TRIzol Reagent®, en donde el tejido fue
congelado y macerado con nitrogeno liquido. Posteriormente, se afiadieron 0,5 mL de
isopropanol por cada mL de TRIzol. Se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 x g a 4°Cy se
descart6 el sobrenadante con micropipeta. Se resuspendi6 el pellet en 1 mL de etanol al 75%.
Se centrifugd durante cinco minutos a 7500 x g a 4°C y se deseché el sobrenadante con
micropipeta. La pastilla se seco durante 5-10 minutos a temperatura ambiente y se resuspendio
en 50 yL de agua grado biologia molecular. Finalmente, se corroboro la calidad del ARN
extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio y luz
UV, y se determind la concentracion y pureza mediante la relacién de absorbancia 260/230 y
260/280 con espectrofotometria NanoDrop.

Secuenciacion del transcriptoma de limén Persa con y sin HLB

El ARN total extraido se envi6 a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM para la sintesis y
secuenciacion de bibliotecas de ADNc. En total, se secuenciaron 6 librerias de ADNc, tres de
plantas infectadas y tres de plantas sanas. Se utilizo la plataforma Illumina Nextseq 500 para
la generacion de secuencias de 75 pb en promedio (paired end). Posteriormente, el ensamble
de novo del transcriptoma se realizd con el software Trinity version 2.4. y se evaluo la calidad
del ensamblado mediante el nUmero de contigs, media y mediana de los contigs y N50. Los
genes expresados diferencialmente (DGE’s) se identificaron mediante el mapeo de lecturas
contra el transcriptoma ensamblado en el software BowtieZ2.

Busqueda de genes SABPs en el transcriptoma de limén Persa

Se recuperaron las secuencias verificadas de las proteinas SABP1, SABP2 y SABP3 de las
especies Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana en la base de datos UniProt de acuerdo
con Pokotylo et al. (2019). Posteriormente, con base en las secuencias de cada una de las
proteinas SABP de Nicotiana tabacum se realizd la busqueda de proteinas SABP de las
especies Marchantia polymorpha y Citrus sinensis. En seguida, se realizaron archivos tipo
fasta con las secuencias proteicas de SABP1, SABP2 y SABP3 de las cuatro especies. Cada

archivo fungié como semilla de busqueda para cada uno de los genes por lo que se realizaron

analisis tBLASTn contra el transcriptoma ensamblado de liméon persa mediante linea de




comandos en el sistema operativo Linux. Los analisis BLAST se paralelizaron con 10 threads
e incluyeron le-5.

Reconstruccién filogenéticay 3D de las proteinas SABP

Se realizé la reconstruccion filogenética para cada tipo de proteina SABP mediante Maxima
Parsimonia en el software MEGA11l con el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR)
incluyendo los siguientes parametros: gaps para todos los sitios, 10 semillas iniciales de
bdsqueda y un méaximo de 100 arboles retenidos, ademas, se evaluaron las topologias
recuperadas mediante un remuestreo con Bootstrap de 1000 réplicas. Por otra parte, se
recuperd la estructura 3D de cada una de las proteinas SABPs de Nicotiana tabacum
directamente de UniProt, y posteriormente, se generé la reconstruccion 3D y la prediccion de
las hélices transmembrana de las proteinas SABPs de Citrus latifolia mediante las opciones
por defecto en el servidor Phyre2, los resultados se visualizaron con las herramientas
disponibles en el servidor de EzMol de acuerdo con el protocolo descrito por Flores-de la Rosa
et al., (2020).

Resultados y Discusion

Identificacién in silico de genes SABP

Debido a que el sistema inmune de las plantas es exclusivamente innato a diferencia de
algunos animales mamiferos que exhiben inmunidad adaptativa (Jones y Dangl, 2006), se han
descrito diversos mecanismos de defensa morfoldgicos, fisicos y bioquimicos involucrados en
la respuesta inmune. En este contexto, los mecanismos de defensa frente a patdogenos
biotréficos como ClLas estan regulados en mayor medida por la biosintesis y sefializacion de
acido salicilico (Yang et al., 2015), involucrando diferentes moléculas de sefializacion tales
como las proteinas SABP capaces de interactuar con el acido salicilico, dichas proteinas han
sido reportadas en especies modelo como Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana durante
la respuesta inmune (Pokotylo et al., 2019), sin embargo, con excepcién de una posible
proteina SABP2 identificada en Citrus sinensis (Lima-Silva et al., 2019) poco es lo que se

conoce sobre estas proteinas en especies de citricos de importancia econémica como el limén

persa. Por consiguiente, se realizé la busqueda e identificacion in silico de genes SABPs en




limon persa mediante analisis multiples tBLASTn con cada una de las secuencias proteicas de
SABP1, SABP2y SABP3 de las especies Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, Marchantia
polymorpha y Citrus sinensis, mismas que permitieron identificar y recuperar secuencias
nucleotidicas de genes SABPs expresados durante la infeccion con HLB. Se recuperaron dos
transcritos para SABP1, cuatro para SABP2 y dos para SABP3 en el transcriptoma de limén
persa, de los que se asumid posible parentesco filogenético con relacion a NtSABPs y
AtSABPs de acuerdo con las regiones conservadas observables antes y después del
alineamiento multiple de secuencias.

Reconstruccion filogenética de los homélogos SABPs

La reconstruccion de Maxima Parsimonia de la proteina que codifica para el gen de limon
Persa CISABP1 sugiere que presenta homologia filogenética con NtSABP1 (Figura 2A). Se ha
descrito que dicho gen codifica para una enzima catalasa 2 (CAT2) en Arabidopsis thaliana
gue participa en la respuesta defensiva regulada por acido salicilico degradando las especies
reactivas de oxigeno producto de la respuesta hipersensible (Chen et al., 1993; Vlot et al.,
2008), por lo que en elevadas concentraciones de esta fitohormona se reprime la actividad
enzimética de CAT2, produciendo un incremento de la efectividad de la repuesta defensiva
contra patdégenos biotréficos. Mientras que, con la reconstruccion filogenética de la proteina
SABP2 se propone la identidad del gen CISABP2 como homadlogo a NtSABP2 (Figura 2B), por
lo que se infiere una alta homologia funcional y estructural de ambas proteinas en relacion con
la biosintesis y el incremento de acido salicilico en Nicotiana tabacum y Citrus latifolia durante
la respuesta inmune, SAB2, ha sido caracterizada como una metil-salicilato esterasa
involucrada en la respuesta inmune mediante la sintesis de salicilato de metilo en acido
salicilico (Forouhar et al., 2005) y de acibenzolar-S-metilo en acibenzolar (Tripathi et al., 2010),
ambas necesarias durante la induccién de la resistencia sistémica adquirida. Por ultimo, se
encontrd que la secuencia de la proteina codificada por el gen SABP3 en Citrus latifolia es
estructuralmente homogénea con la codificada por el gen NtSABP3, muy posiblemente debido
a las regiones conservadas (Figura 2C). La proteina SABP3 ha sido caracterizada como una
anhidrasa carbonica 3 localizada en los cloroplastos, que participa en la regulacion de los

niveles de CO:2 durante la fotosintesis y presenta actividad antioxidante durante la respuesta

hipersensible (Slaymaker et al., 2002).
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Figura 2. Arbol de Maxima Parsimonia (1000 bootstrap) de las secuencias homdlogas alos genes
SABPs de Citrus latifolia con respecto a Nicotiana tabacum. A) CISABP1, B) CISABP2, C)
CISABPS3. En todos los casos las secuencias de limén Persa se resaltan con simbolos verdes.

Expresion de genes SABP1, SABP2y SABP3 en arboles de limén Persa con HLB

Los resultados del andlisis DESeq2 sugieren una ligera represion del gen CISABP1 en las
plantas de limon persa infectadas con HLB, sin embargo, dicho valor no es estadisticamente
significativo (-0.5 LongFCLog2). Durante la infeccion por CLas la concentracion de especies
reactivas de oxigeno; como el peréxido de hidrogeno (H202), se incrementa producto de la
represion de la actividad enzimatica de la catalasa permitiendo el desarrollo de la respuesta
hipersensible (Pitino et al., 2017), por lo que la inhibicion del gen CISABP1 podria ser

consecuencia de la patogénesis de CLas o producto de los mecanismos de defensa de la




planta, por lo que es necesario realizar mas estudios para corroborar ambas hipotesis (Figura
3).

El gen CISABP2 codifica para una enzima metil-salicilato esterasa promoviendo la sintesis de
acido salicilico a partir de salicilato de metilo (Forouhar et al., 2005) se encontré ligeramente
reprimido (-0.54 LongFCLog2), en un estudio en Citrus sinensis se reporto la expresion a la
baja de genes ICS y PAL responsables de la biosintesis de acido salicilico durante la infeccion
con Clas, lo que podria estar relacionado con la capacidad de metabolizar acido salicilico por
parte de CLas debido a la presencia de una enzima salicilato hidroxilasa funcional, dicho
fendmeno podria explicar la represion de CISABP2, lo que facilitaria la infeccion de CLas en
limén persa (Figura 3).

Por ultimo, el gen CISABP3 que codifica para una anhidrasa carbdnica  (Slaymaker et al.,
2002) se encontro reprimido en menor medida (-0.29 LongFCLog2), dicha condicion se ha
reportado en Citrus paradisi durante la infeccion con CLas, lo que podria estar relacionado con
la fijaciobn de CO:2 repercutiendo negativamente en la capacidad fotosintética, induciendo
clorosis, una de las principales alteraciones fisiolégicas del HLB (Nwugo et al., 2013) (Figura
3).

Expresién relativa (Long FC Log,)

CISABP1 CISABP2 CISABP3

Figura 3. Expresion relativa de los genes CISABP1, CISABP2 y CISABP3 en lim6n persa
infectado con HLB respecto a una planta sana de acuerdo al analisis DESeq2.

Reconstrucciéon 3D de las proteinas SABPs

Los resultados de la reconstruccion in silico de la estructura 3D de las proteinas CISABP1,
CISABP2 y CISABP3 en el servidor Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine
V2.0) demuestran que las tres proteinas CISABP comparten alta similitud estructural con




respecto a NtSABP1, NtSABP2 y NtSABP3 (Figura 4); lo que corrobora la homologia en los

analisis de reconstruccion filogenética.

Proteina Nicotiana tabacum Citrus latifolia

SABP1

SABP2

SABP3

Figura 4. Comparacion estructural de los modelos 3D de las proteinas CISABP con respecto a
las reportadas en Nicotiana tabacum.

Conclusiones

Los genes CISABP1, CISABP2 y CISABPS3 estan presentes en el transcriptoma de plantas de
limén persa sanas e infectadas con Candidatus Liberibacter asiaticus y son homologos a los
genes SABPs de Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana.

Durante la infeccion con HLB, los genes CISABP1, CISABP2 y CISABP3 se encuentran

ligeramente reprimidos, aunque sin significancia estadistica.
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GENOTIPIFICACION DE Vanilla planifolia JACKS DE LA REGION DEL
TOTONACAPAN MEDIANTE ANALISIS ISSR

Ricardo Santillan Mendoza*, Juan Hernandez Hernandez?!, Perla Santos Francisco?, Felipe Flores de la Rosal,
Gerardo Rodriguez Alvarado3, Sylvia Fernandez Pavia®, Cristian Matilde Hernandez! y
Humberto Estrella Maldonado*

Resumen

Vanilla es el Unico género de plantas de la familia Orchidaceae que es usada en la industria
alimentaria, siendo el saborizante de mayor uso a nivel mundial y el segundo de mayor valor
economico. El cultivo es de gran importancia biocultural en la region del Totonacapan, en el
estado de Veracruz, debido a que esta region es considerada su centro de origen y distribucion.
Sin embargo, poco es lo que se conoce respecto a su diversidad genética presente en esta
zona, lo cual es de vital importancia para el mejoramiento de este cultivo. Por tanto, el objetivo
del presente estudio fue realizar la genotipificacion de 60 accesiones de Vanilla planifolia del
Banco de Germoplasma del INIFAP Campo Experimental Ixtacuaco, las cuales fueron
seleccionadas y colectadas en la regién del Totonacapan. Para lo anterior, se determiné el
namero de genotipos de V. planifolia basado en marcadores moleculares tipo ISSR
(Secuencias Repetidas Simples Internas). Se evaluaron tres protocolos de extraccion de ADN
de plantas y hongos descritos en la literatura y se adecu6 un cuarto protocolo con diferentes
procedimientos de los protocolos anteriores, buscando obtener una concentracién alta y buena
calidad e integridad. Una vez obtenido el ADN de calidad, se evaluaron catorce
oligonucledtidos ISSR, de los cuales se seleccionaron los tres oligonucleétidos que
presentaron un mayor numero de bandas amplificadas. Posteriormente se realizé la
genotipificacion de las 60 accesiones, obteniendo como resultado nueve genotipos con el
oligonucledtido 808 y seis genotipos con los oligonucleétidos 812 y 856. Estos resultados
permitieron la genotipificacion de las accesiones de Vanilla planifolia con marcadores ISSR, lo

1 Campo Experimental Ixtacuaco, CIR Golfo Centro, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.
*santillan.ricardo@inifap.gob.mx

2 Universidad Tecnoldgica de Gutiérrez Zamora, Ingenieria en Agrobiotecnologia.
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gue en un futuro ayudara a evaluar la diversidad genética de este cultivo en la regién del
Totonacapan.

Palabras clave: vainilla, secuencias repetidas simples internas, diversidad genética

Introduccién

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks ex Andrews) es un miembro de la familia de las orquideas,
gue se caracteriza por ser un bejuco epifito de flores amarillas y verdosas. Tradicionalmente
se le conoce con los nombres nahuatl Ixtlilxochitl o Tlilxachitll (flor negra) o en totonaco Xanath
(flor recéndita). Recibi6 el nombre de “vainilla” por los espafioles, debido a que sus frutos tienen
un tamafo de 15 a 30 cm de largo y tienen semejanza a las vainas de espada. Se considera
gue las semillas de los frutos fragantes son dispersadas por murciélagos (Soto-Arenas 2006;
Hernandez-Hernandez, 2011).

La vainilla es la segunda especie mas cara a nivel mundial, solo después del azafran (Crocus
sativus). Sin embargo, es considerado el sabor y aroma mas popular en el mundo. Tiene un
aroma exoético y evocador que puede actuar como sabor individual o como complemento de
otros sabores como el chocolate (Soto-Arenas, 2006).

Actualmente la produccion de vainilla se basa en la propagacion vegetativa y la polinizacion
manual. Estas condiciones traen consigo una disminucién en la variacion genética de los
cultivares, como resultado de la casi nula emergencia de individuos provenientes de la
recombinacion sexual, por lo que, la vainilla actualmente se encuentra enlistada en la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES) en la categoria de alto grado de erosién genética (CITES, 2019).

La diversidad genética, de la especie es una de las formas de la biodiversidad que debe ser
conservada, la cual se define como las variaciones hereditarias que ocurren en cada
organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las poblaciones dentro de una especie
(Pifiero et al., 2008). En la actualidad, se conoce que la mayor parte del material de siembra
de vainilla se originé a partir de una fuente clonal limitada, por lo tanto la conservacion del

acervo genético de la vainilla es de vital importancia, es por ello que, en el presente trabajo se




analizaron sesenta accesiones de vainilla, pertenecientes al Banco de Germoplasma de
Vainilla del INIFAP, Campo Experimental Ixtacuaco (CEIXTA), las cuales fueron colectadas en
diferentes localidades de la regién del Totonacapan en el estado de Veracruz, con el objetivo
de caracterizarlas genéticamente mediante su genotipificacion empleando andlisis de
secuencias repetidas simples internas (ISSR). Estos resultados son de gran importancia para
identificar los individuos que sean genéticamente diferentes, los cuales seran utilizados en
estrategias como la identificacion de poliformismos unicos de ADN asociados a posibles

caracteristicas agrondmicas sobresalientes del cultivo en investigaciones posteriores.

Materiales y Métodos

Obtencion de material vegetal

Las colectas del tejido de vainilla se realizaron en el mes de junio del afio 2021. Las plantas
de Vanilla planifolia muestreadas pertenecen al Banco de Germoplasma de Vainilla del INIFAP,
Campo Experimental Ixtacuaco (CEIXTA), las cuales a su vez fueron colectadas en diferentes
localidades de la regién del Totonacapan, en el estado de Veracruz. La colecta de material
vegetal consisti6 en una hoja por individuo. La mayoria del tejido colectado fue de hojas
jovenes, cada hoja fue colocada en papel aluminio y almacenada en bolsas de plastico
etiquetadas. Los sitios de colecta en el estado de Veracruz se indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Accesiones de V. planifolia de la region del Totonacapan resguardadas en el Banco
de Germoplasma del CEIXTA.

Muestra Genotipo Morfotipo  Municipio Muestra Genotipo Morfotipo  Municipio

1 1 Rayada Papantla 31 6 Rayada Tecolutla
Rayada Papantla 32 3 Mansa Tlapacoyan
Mansa Papantla 33 6 Mansa Tlapacoyan

O;ﬁge Papantla 34 6 Mansa Pagtfgec,

Mansa Papantla 35 6 Mansa San Rafael
Mansa San Rafael 36 6 Mansa Tlapacoyan

Mansa San Rafael 37 3 Mansa Papantla

Mansa Papantla 38 3 Mansa Tecolutla




ContinUa Cuadro 1...

Muestra Genotipo Morfotipo  Municipio Muestra Genotipo Morfotipo  Municipio

9 2 Mansa Papantla 39 3 Mansa San Rafael
10 1 Mansa Papantla 40 3 Mansa San Rafael
11 5 Mansa Papantla 41 3 Mansa Papantla
12 4 Mansa Tecolutla 42 3 Mansa San Rafael
13 5 Mansa Tlapacoyan 43 3 Mansa Papantla
14 3 Ogﬂﬁge Papantla 44 3 Mansa Gtz. Zamora
15 3 Oged?rge Papantla 45 8 Rayada Tlapacoyan
16 3 Og:ﬁge Papantla 46 3 Mansa Gtz. Zamora
17 3 Oreja de Papantla 47 8 Mansa Tecolutla
Burro
18 5 OrEE ol Papantla 48 8 Mansa Tecolutla
Burro
19 3 Mansa San Rafael 49 9 Mansa Tecolutla
20 6 Mansa Tlapacoyan 50 6 Mansa Papantla
21 6 Mansa Gtz. 51 6 Mansa Papantla
Zamora
22 3 Mansa Tecolutla 52 6 Mansa Papantla
23 7 Mansa Papantla 53 8 Mansa Gtz. Zamora
24 2 Polén duro Papantla 54 6 Mansa Gtz. Zamora
25 3 Mansa Papantla 55 8 Mansa Gtz. Zamora
26 2 Mansa San Rafael 56 3 Mansa Gtz. Zamora
27 2 Mansa Tlapacoyan 57 8 Zﬂfon Papantla
28 2 Mansa Tlapacoyan 58 8 Mansa Tecolutla
29 2 Polén duro Papantla 59 3 Mansa Papantla
30 2 Mansa Tlapacoyan 60 8 Mansa Tecolutla

Genotipos obtenidos con base en el oligonucleotido ISSR-808.

Extraccion de ADN genomico

Las hojas de vainilla se limpiaron con etanol al 70% y una toalla de papel estéril. El ADN fue
extraido de las hojas usando el método de CTAB (modificado de Rodriguez-Quibrera et al.,
2010, y de Santillan-Mendoza et al., 2018). Las hojas de vainilla se molieron con nitrégeno
liguido hasta obtener un polvo fino, evitando el descongelamiento del tejido, enseguida se
colocaron ~0.5 g en un microtubo de 2 ml, se adicionaron 800 ul de Buffer de lisis (CTAB 2%,

0.2% de 2-mercaptoetanol) fueron incubadas a 65°C por 1 h, con agitacién en vortex cada 10




min durante aproximadamente 10 s. Se adiciond cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se
centrifug6é a 13 000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante recuperado se precipité con
acetato de amonio 7.5 M y alcohol isopropilico durante 16 h. Transcurrido el tiempo, se
centrifugd y se desechod el sobrenadante cuidadosamente evitando el desprendimiento de la
pastilla. La pastilla con el ADN se lavé dos veces con etanol frio al 70%. Las muestras de ADN
se hidrataron con agua grado biologia molecular estéril. La concentracion del ADN fue
determinada en un espectrofotémetro (NanoDrop 2000c) y la calidad fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.

Andlisis de Secuencias Repetidas Simples Internas (ISSR)

Los andlisis ISSR se realizaron mediante la amplificacién por PCR del ADN de las 60
accesiones de vainilla provenientes del Totonacapan. Las PCR se llevaron a cabo en un
volumen total de 25 pl, usando 5 ul de 5X Green Go Taq Flexi Buffer (Promega, USA), 2.5 pl
de MgCl, 25 mM, 1 ul de dNTPs (Promega, USA), 1 ul de oligonucleétido 10 pmol, 0.3 ul de
Go Taq Flexi DNA polimerasa (5 u/ul) (Promega, USA), 14.2 ul de agua grado biologia
molecular y 1 pl de ADN (30 ng/ul). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un
Termociclador TC-412 de TECHNE, usando el siguiente programa: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 4 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 48°C por 1 min, y 72°C por 2
min. La amplificacion termind con un paso final de elongacién a 72°C por 7 min. Se realizaron
corridas electroforéticas de los productos de PCR en geles de agarosa al 1.8%, teflidos con
bromuro de etidio y corridos a 90 volts por 90 min. Las bandas de ADN se visualizaron usando
un sistema de documentacion en gel (Gel Doc™ EZ Imager, BioRad).

Todas las imagenes de los geles de agarosa fueron procesadas individualmente mediante el
programa que viene preinstalado con el fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager de BioRad,
con el cual se contabilizaron cada una de las bandas de ADN amplificadas mediante las

reacciones de PCR-ISSR, con lo cual se obtuvo el numero total de genotipos.




Resultados y Discusion

Seleccion de oligonucledtidos ISSR

Inicialmente se realizé un ensayo preliminar utilizando un grupo de 14 oligonucleétidos ISSR
(Cuadro 2) disefiados previamente por la Universidad Britanica de Columbia, lo cual permitié
seleccionar los oligonucleotidos 808 [(AG)sC], 812 [(GA)sA], y 856 [(AC)sYA], para la posterior
caracterizacion de las 60 accesiones de vainilla, debido a que esos tres marcadores ISSR
produjeron el mayor numero de bandas de ADN amplificadas. La eficiencia de los
oligonucleédtidos en la busqueda de genotipos diferentes, ya habia sido previamente
corroborada, en un estudio en donde se analizé la estructura poblacional y se distinguieron
plantas de V. planifolia silvestres provenientes de la Peninsula de Yucatan.

Cuadro 2. Oligonucleétidos ISSR utilizados para la genotipificacion de las accesiones de vainilla
(Vanilla planifolia).

Oligo ID Oligonucleodtido Secuencia 5'-3' Longitud (pb) %GC Tm °C
185454-1 808 (AG)sC 17 52.94 52
186258-1 809 (AG)sG 17 52.94 52
186258-2 812 (GA)sA 17 47.06 50
186258-3 816 (CA)sT 17 47.06 50
186258-4 818 (CAG 17 52.94 52
186258-5 835 (AG)sYC 18 52.78 55
186258-6 847 (CA)RC 18 52.78 55
186258-7 851 (GT)eYG 18 52.78 55
186258-8 855 (AC)sYT 18 47.22 53
186258-9 856 (AC)sYA 18 47.22 53
186258-10 880 GGA GAG GAG AGG AGA 15 60 48
186258-11 881 GGG GTG GGG TGG GGT 15 80 54
186258-12 885 BHB (GA); 17 50.98 51.33
186258-13 891 HVH T(GT)sG 17 49.02 50.67

Bases degeneradas: R= A+G, Y= C+T, H= A+T+C, B= G+T+C. %GC: Porcentaje (contenido de guanina y
citosina) Tm: Temperatura de Fusion Negritas muestra los oligonucle6tidos seleccionados.




Los oligonucleétidos 808, 809, 812, 855, 856, 880 fueron los que amplificaron un mayor
namero de bandas. Mientras que, los oligonucle6tidos 816, 818, 835, 847, 851, 885 y 891
generaron muy poco bandeo. Unicamente, el oligonucledtido 881 no amplificé ni un solo
fragmento de ADN. Mediante este analisis, se determiné que los oligonucle6tidos adecuados
para realizar los posteriores andlisis ISSR del ADN gendmico de vainilla son el 808, 812 y 856
(Figura 1).

Figura 1. Seleccion de oligonucleétidos ISSR usados para la genotipificacion de las sesenta
accesiones de Vanilla planifolia.

Genotipificacion de V. planifolia del Totonacapan

Un total de catorce oligonucle6tidos ISSR fueron analizados para las sesenta accesiones de
V. planifolia, de los cuales se seleccionaron los tres que generaron un mayor namero de
bandas amplificadas. El oligonucleétido 808 (Figura 2) mostré un total de nueve genotipos
diferentes (Cuadro 1). Mientras que, con los oligonucleotidos 812 (Figura 3) y 856 (Figura 4)
fue posible identificar seis genotipos diferentes. En general estos resultados nos indican de
forma preliminar la existencia de diversidad genética en las accesiones de vainilla provenientes
de la region del Totonacapan, lo cual podria servir para futuros estudios de mejoramiento




genético o seleccion de genotipos sobresalientes, sin embargo, estudios empleando un mayor
namero de marcadores ISSR, asi como algun otro tipo de marcador molecular (RAPD), y sus
respectivos andlisis de diversidad y estructura poblacional son necesarios para esclarecer la
existencia de poblaciones provenientes de fuentes diferentes a la reproduccién asexual.

En general, se considera que la propagacién por esqueje y la polinizacién manual ha afectado
al acervo genético de la vainilla ocasionando que la diversidad genética de esta especie sea
casi nula (Azofeifa-Bolafos, et al. 2014). Sin embargo, los analisis ISSR comparando los
patrones de bandeo entre las muestras, permitié inferir que no todas las poblaciones de vainilla
(V. planifolia) presentes en la region del Totonacapan provienen de un mismo fondo genético;
ya que, con el oligonucleétido 808 se obtuvieron nueve patrones de bandeo diferentes y con
los oligonucledtidos 812 y 856 se obtuvieron seis patrones de bandeo diferentes. Por lo tanto,
con el uso de los ISSR en el presente trabajo queda demostrado que, en la region del
Totonacapan, si existe la presencia de al menos nueve genotipos, los cuales, son indicativo de

la existencia de diversidad genética en esta especie.
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Figura 2. Gel mostrando los genotipos amplificados con el oligonucle6tido 808 en vainillas de
la region del Totonacapan. Carriles: MP, marcador de peso molecular 1 Kb, G1: genotipo 1
(amplificado en 3 muestras), G2: genotipo 2 (amplificado en 8 muestras), G3: genotipo 3
(amplificado en 24 muestras, G4: genotipo 4 (amplificado en 1 muestra), G5: genotipo 5
(amplificado en 3 muestras), G6: genotipo 6 (amplificado en 11 muestras), G7: genotipo 7
(amplificado en 1 muestra), G8: genotipo 8 (amplificado en 8 muestras), G9: genotipo 9
(amplificado en 1 muestra).
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Figura 3. Imagen representativa con seis genotipos amplificados con el oligonucle6tido 812 en
vainillas la region del Totonacapan. Carriles: MP, marcador de peso molecular 1 Kb, G1:
genotipo 1 (amplificado en 4 muestras), G2: genotipo 2 (amplificado en 18 muestras), G3:
genotipo 3 (amplificado en 5 muestras), G4: genotipo 4 (amplificado en 29 muestras), G5:
genotipo 5 (amplificado en 2 muestras), G6: genotipo 6 (amplificado en 2 muestras).

MP G1 G2 G3 G4 G5 Gb

Figura 4. Genotipos amplificados con el oligonucleétido. Carriles: MP, marcador de peso
molecular 1 Kb, G1: genotipo 1 (amplificado en 20 muestras), G2: genotipo 2 (amplificado en 24
muestras), G3: genotipo 3 (amplificado en 3 muestras), G4: genotipo 4 (amplificado en 6
muestras), G5: genotipo 5 (amplificado en 3 muestras), G6: genotipo 6 (amplificado en 4
muestras).




Conclusiones

Los marcadores ISSR seleccionados permitieron identificar entre seis y nueve genotipos
diferentes entre las accesiones de vainilla (V. planifolia). Ademas, el uso de los ISSR podria
sentar las bases para la generacion de marcadores moleculares especificos para algun
genotipo de interés agricola. Sin embargo, es importante profundizar en la busqueda de mas
marcadores moleculares polimorficos para la vainilla, ya que podria estarse omitiendo
diversidad genética presente en las accesiones de vainilla, pero no detectable con los ISSR
utilizados en este estudio, debido a su naturaleza dominante.
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ANALISIS FILOGENETICO DE Lasiodiplodia spp. AISLADAS DE Citrus
aurantifolia EN COLIMA, MEXICO

Manuel de Jesis BermUdez Guzman?®', Mario Orozco Santos?, Karina de la Paz Garcia Mariscal?,
Claudia Yared Michel Lépez?y José Joaquin Velazquez Monrealt

Resumen

Ellimon mexicano (Citrus aurantifolia) es uno de los citricos &cidos mas importantes de México.
Este cultivo se ve afectado por una gran variedad de enfermedades de origen viral, bacteriano
y fungoso. En este ultimo grupo de fitopatdégenos, recientemente se han observado en campo
sintomas de muerte de ramas en arboles de limén mexicano en Colima, México. El objetivo de
este trabajo fue realizar una primera aproximacién taxondémica mediante analisis filogenético
de cuatro aislamientos de Lasiodiplodia spp. que se obtuvieron de arboles enfermos de C.
aurantifolia en Colima. Los aislamientos de los hongos se realizaron en 2019, se les realiz6
una extraccion de DNA y posteriormente la PCR para amplificar las regiones espaciadoras
intergénicas del rDNA (ITS). Estas regiones fueron secuenciadas por el método de Sanger y
las secuencias fueron editadas para su alineamiento y posterior generacion de un arbol
filogenético de méaxima verosimilitud. Los resultados indicaron que el aislamiento LT4 es
homélogo a secuencias de L. theobromae y L. brasiliense por lo que se puede tratar de
cualquiera de las dos especies que conformaron el clado Il. Los siguientes tres aislados de
este estudio se agruparon en el clado Ill. La identidad de los aislados LC27 y LC22 puede ser
L. pseudotheobromae o L. iraniensis, mientras que la identidad de LC5 pueden ser las especies
L. iraniensis o L. jatrophicola.

Los resultados estan basados en la reconstruccion filogenética de una sola region (ITS) y en
la comparacion de la identidad y porcentaje de identidad nucleotidica de las secuencias que
conformaron el arbol. Resulta necesario la reconstruccion filogenética con el concatenado de

las regiones ITS, tefl y tub2 para generar un nuevo arbol con mayor soporte que permita

1 Campo Experimental Tecoman, INIFAP. Correo de correspondencia: bermudez.manuel@inifap.gob.mx
2 Instituto de Ciencias Agricolas, Universidad Autonoma de Baja California.
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identificar plenamente el origen de las especies caracterizadas del género Lasiodoplodia
aisladas de C. aurantifolia.

Palabras clave: filogenia, alineamiento, ITS, secuenciacion

Introduccién

El cultivo de limon, incluido el limon mexicano (Citrus aurantifolia), es uno de los mas
importantes en México. En el afio 2021 la produccion de estos citricos alcanzé la cifra de
2'954,430 toneladas a nivel nacional con una derrama econémica cercana a los 20 mil millones
de pesos. Los principales estados productores de esta fruta son Veracruz, Michoacan, Oaxaca
y Colima en el cuarto sitio a nivel nacional (SIAP, 2021). Una gran variedad de enfermedades
infecciosas, causadas principalmente por hongos, bacterias y virus, afecta al cultivo de los
citricos, al reducir la produccion, calidad del fruto y muchas veces al causan la muerte de los
arboles, lo que se traduce finalmente en pérdidas econémicas en la cadena agroindustrial
(Orozco-Santos, 2001; Varela-Fuentes et al., 2013).

En la actualidad, una de las enfermedades que se ha presentado con frecuencia en campo es
la llamada muerte descendente, la cual es ocasionada principalmente por Lasiodiplodia spp.
El género Lasiodiplodia pertenece a la familia Botryosphaeriaceae y esta formado por al menos
72 especies (NIH-NCBI). Lasiodiplodia theobromae es la especie mas abundante y por tanto
la mas estudiada, se trata de un hongo cosmopolita que tiene un amplio rango de hospederos
gue incluye plantas monocotiledéneas, dicotiledéneas y gimnospermas (Coutinho et al., 2017).
Las condiciones apropiadas para la colonizacion por hongos de Lasiodiplodia spp. esta
relacionada con ambientes caracterizados por climas calidos y himedos, condiciones similares
a las regiones tropicales y subtropicales donde ocurre la citricultura a nivel mundial (Saunt,
1990). El objetivo de este trabajo fue caracterizar las cepas de Lasiodiplodia spp. aisladas de
C. aurantifolia mediante un analisis filogenético para comparar su ubicacion taxonémica con

otras secuencias reportadas del mismo género.




Materiales y Métodos

Colecta, aislamiento y purificacion de hongos

Se colectaron muestras de arboles de Citrus aurantifolia que presentaron muerte de ramas.
Estos arboles estan ubicados en el Campo Experimental Tecoman del INIFAP (18°58'4.37" LN
y 103°50'37.92" LO). El aislamiento de los hongos se realiz6 segun lo descrito por Vazquez et
al. (2009) utilizando cajas Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) suplementado
con los antibitticos estreptomicina y cloranfenicol, ambos a una concentracion de 60 pg/mL.
Las placas Petri fueron incubadas a 28°C por hasta siete dias.

Amplificaciéon de regiones ITS por PCR

Se realizo la extraccion de DNA a partir de 1 g de micelio utilizando el método clasico basado
en el uso del CTAB segun lo descrito por (Bermudez-Guzman et al., 2016). La cuantificaciéon y
pureza del DNA se midié con un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La
integridad del DNA gendmico fue determinada con electroforesis en gel de agarosa al 1% con
buffer TAE 1X conteniendo 5 pL de GelRed. El DNA fue visualizado con una fuente de luz UV.
Las reacciones de amplificacion por PCR tuvieron un volumen de 15 pL conteniendo 7.5 uL de
REDTaq ReadyMixTM (Sigma Aldrich), 5 yL de DNA gendmico (20 ng/uL), 1 uL de cada
oligonucleétido (ITS1/ITS4)y 0.5 uL de agua grado molecular. Se utilizaron los oligonucleétidos
ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) descritos
previamente por (White.,1990).

Las condiciones con que se programO el termociclador (MultiGene Labnet) fueron:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 32 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 30 s, alineamiento a 55°C por 30 s y extensién a 72°C por 60 s, y un ciclo de extension
final de 72°C por 10 min (Manter y Vivanco., 2007). Los productos de PCR fueron sometidos
a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se visualizaron de manera similar como se
describioé anteriormente. Un total de cuatro productos de PCR fueron secuenciados mediante
el método de Sanger a través del servicio de Macrogen.

Andlisis bioinforméticos

Las secuencias de DNA de cada muestra (forward y reverse) fueron ensambladas utilizando
las herramientas de analisis de secuenciacibn de Sanger para generar una secuencia

consenso, la cual fue empleada como molde para realizar una PCR in silico con los




oligonucleétidos ITS1/ITS4. El fragmento amplificado fue sometido a BLAST en la base de
datos de NCBI y el resultado con mayor porcentaje de identidad fue alineado con la secuencia
consenso. Con base a los cromatogramas se verifico la identidad de aquellos nucleétidos
distintos dentro del alineamiento. Se repitio el mismo procedimiento para cada aislamiento
secuenciado. Todos los analisis bioinformaticos se hicieron en la plataforma CLC Main
Workbench version 8.1 de QIAGEN.

Andlisis filogenético

Las secuencias utilizadas para el analisis filogenético procedieron de publicaciones que
emplearon previamente regiones ITS para el hongo Lasiodiplodia spp. y fueron descargadas
de la base de datos de NCBI (Cuadro 1). La secuencia de Neoscytalidium hyalinum fue
seleccionado como grupo externo. Los alineamientos multiples de secuencias fueron
realizados con MUSCLE y se usaron para la construccion de un arbol filogenético de méxima
verosimilitud. El método de construccion del arbol se basé en el algoritmo UPGMA (Michener
y Sokal, 1957), la distancia se estim6 con el modelo de sustitucion nucleotidico Kimura 80 + T
y el andlisis de “bootstrap” (Felsenstein, 1985) se efectu6 con 1,000 réplicas. Los alineamientos
de secuencias y el arbol filogenético fueron realizados con el software bioinformético de CLC
Main Workbench versién 8.1 de QIAGEN.

Cuadro 1. Niumeros de accesion de regiones ITS de Lasiodiplodia spp. descargadas de la base
de datos de NCBI para la construccion del arbol filogenético.

Especie Hospedero Pais Accesion

L. brasiliense Citrus latifolia México MH277910
L. brasiliense Citrus latifolia México MH277911
L. brasiliense Citrus latifolia México MH277912
L. brasiliense Citrus latifolia México MH277913
L. citricola Citrus sp. Iran GU945354
L. citricola Citrus sp. Iran GU945353
L. citricola Citrus latifolia México MH277948
L. iranensis Salvadora persica Ir&n GU945348
L. iranensis Juglans sp. Iran Gu945347
L. iranensis Jatropha curcas Brasil KF234544
L. iranensis Citrus latifolia México MH271621
L. iranensis Adansonia digitata Mozambique KuU887121




ContinUa Cuadro 1...

Especie Hospedero Pais Accesion

L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277917
L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277926
L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277921
L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277919
L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277916
L. pseudotheobromae Citrus latifolia México MH277920
L. theobromae Citrus latifolia México MH277691
L. theobromae Citrus latifolia México MH277692
L. theobromae Citrus latifolia México MH277693
L. theobromae Citrus latifolia México MH277694
L. theobromae Citrus latifolia México MH277695
L. theobromae Citrus latifolia México MH277696
L. theobromae Citrus latifolia México MH277697
L. theobromae Citrus latifolia México MH277698
L. theobromae Citrus latifolia México MH277699
L. subglobosa Citrus latifolia México MH271619
L. subglobosa Citrus latifolia México MH271620
Neoscytalidium hyalinum Homo sapiens Reino Unido KF531816

Resultados y Discusion

Las cepas de Lasiodiplodia spp. se utilizaron para ubicar taxonémicamente los aislamientos
del presente estudio basado en andlisis filogenético de la region ITS. El nUmero de secuencias
utilizado fue de 29 (taxones), incluyendo un taxdn como grupo externo. En el alineamiento
multiple de secuencias cada fragmento contenia 454 caracteres (nucledtidos). El arbol

filogenético generado con estos datos mostro 3 clados identificados en la Figura 1 con nimeros

romanaos.
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Figura 1. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en alineamientos multiples de
secuencias de la region ITS de varios aislados de Lasiodiplodia spp. Las muestras de este
estudio son indicadas con asterisco. En los nodos se indica el porcentaje de bootstrap. La
secuencia de Neoscytalidium hyalinum se utilizé como grupo externo (GE).

De manera similar Bautista-Cruz et al. (2019) identificaron seis clados para ubicar
taxondmicamente a sus aislamientos de Lasiodiplodia spp., sin embargo, en este ultimo
estudio se concatenaron varios genes para realizar el alineamiento multiple y construir el arbol
filogenético. Ninguno de los aislamientos de Lasiodiplodia spp. de este estudio formo parte del
primer clado (I). Este grupo esta formado por L. citricola y L. subglobosa, de los cuales, el
primero fue reportado previamente afectando a especies de citricos en Iran (Abdollahzadeh et
al., 2010), y ambas especies, recientemente en México se reportaron en Citrus latifolia
(Bautista-Cruz et al., 2019).

El segundo clado contiene al aislado LT4 de este estudio, el cual se obtuvo de C. aurantifolia.
Este grupo esta formado principalmente por aislamientos de L. theobromae, estos hongos son
la especie mas abundante del género Lasiodiplodia y la mas reportada en la literatura, ya que
se ha aislado de una diversidad de especies frutales como anacardo, ciruelo, guayas, mango
y citricos por mencionar algunas (Bautista-Cruz et al., 2019; Coutinho et al., 2017; Rodriguez-
Galvez et al.,, 2016). En este mismo clado (II) se agrupan aislamientos de L. brasiliense
aislados de mango y Adansonia madagascariensis (Cruywagen et al., 2016), de manera similar
este hongo se identificé en C. latifolia en México (Bautista-Cruz et al., 2019). Los resultados
del arbol filogenético y el cuadro de parsimonia (datos no mostrados) indicaron que el
aislamiento LT4 es homdlogo a secuencias de L. theobromae y L. brasiliense por lo que se

puede tratar de cualquiera de las dos especies.




El tercer clado (lll) lo conforman las especies L. pseudotheobromae, L. iranensis y L.
jatrophicola. La primera especie también es de las mas abundantes y se han reportado 15
cepas, todas ellas afectando a limoén persa (C. latifolia) en los estados de Puebla y Veracruz
(Bautista-Cruz et al., 2019). El aislado LC27 es homélogo con secuencias de L.
pseudotheobromae y L. iraniensis, mientras que el aislado LC22 comparte los mismos
porcentajes de identidad (99.78%) con las mismas dos especies mencionadas anteriormente,
por lo que se puede tratar de cualquiera de las dos especies para ambos casos.

Finalmente, el aislado LC5 tiene los mismos porcentajes de identidad (99.78%) con las
especies de L. iraniensis y L. jatrophicola, por lo que de manera similar podria tratarse de
cualquiera de las dos especies.

Con base al analisis filogenético realizado no es posible definir con certeza la posicion
taxonémica de los aislamientos de Lasiodiplodia spp. de Colima procedentes de arboles de
limén mexicano (C. aurantifolia). La region ITS que se utilizo en este estudio tiene una longitud
mas corta (454 caracteres) que la reportada por otros autores, esto es debido al juego de
oligonucledtidos utilizado: ITS1/ITS4 en este estudio y, por otra parte, ITS5/ITS4 en otros
reportes, genera mayor cantidad de caracteres para el andlisis filogenético, 531 en el caso de
Bautista-Cruz et al. (2019). Pero ademas de eso, el alineamiento mdultiple de secuencias (datos
no mostrados) evidencio que para especies de Lasiodiplodia spp. la region ITS tiene muy poca
variabilidad genética, por lo que es una region poco informativa y por tal razon los resultados
del analisis BLAST en la base de datos de NCBI tienen homologia con otras secuencias de
Lasiodiplodia de diferentes especies. Por tal motivo, resulta necesario realizar el analisis
filogenético tomando en cuenta otras regiones de otros genes que se han reportado para este
tipo de andlisis en Lasiodiplodia: el factor de elongacion de la traduccion-1a (tef1) y el gen
parcial de la B-tubulina (tub2) (Bautista-Cruz et al., 2019; Coutinho et al., 2017; Silva et al.,
2019).

Conclusiones

Los aislamientos de Lasiodiplodia spp. de este estudio (LT4, LC27, LC22 y LC5) representan

una primera aproximacion taxonémica que los identifica en alguna de las siguientes especies:




Lasiodiplodia brasiliense, L. iraniensis, L. jatrophicola, L. pseudotheobromae, L. theobromae.
Esta primera aproximacion filogenética debe ser robustecida con otros genes (tefl y tub2) para

obtener un arbol filogenético con mayor soporte.
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USO COMPARATIVO DE ENMIENDAS ORGANICAS E INORGANICAS EN
LA PRODUCCION DE GERMINADOS DE ESPECIES TRADICIONALES

Juan Fabricio Lazcano Escobar?, Nayeli Sarahi Quifiones Islas?, Sergio Rubén Trejo Estradal y
Carolina Ramirez Lopez?

Resumen

La germinacion de semillas mejora la calidad nutrimental de alimentos de origen vegetal al
incrementar los contenidos y disponibilidad de nutrientes esenciales y disminuir los niveles de
antinutrientes. Se cuenta con un numero considerable de especies estudiadas, aunque, a la
fecha hay pocos estudios sobre especies tradicionales. El objetivo del presente trabajo
consistio en evaluar el efecto de soluciones nutritivas minerales [Adelusi-Oseni (AO), Ruakura
(Ru) y Maeda (M)] y extractos provenientes de composta (EC1, EC2 y EC3) con tres diferentes
solventes, comparados contra un testigo desarrollado con agua sobre el desarrollo de
germinados de cuatro semillas tradicionales en México: calabaza (Cucurbita pepo L.), papalo
[Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.], pipitza (Porophyllum linaria Cav.) y verdolaga (Portulaca
oleracea L.). La hipétesis fue que, se encontraran diferencias en los desarrollos de la
germinacién con las diversas soluciones nutritivas con respecto a un testigo con agua. La
germinacion se realiz6 en cajas Petri con tela de algodén como soporte, agregando 5 mL de
solucién nutritiva, mas un testigo desarrollado con agua, con fotoperiodo de 12 h; continuando
la germinacién hasta las 96 h. Se realiz6 una ANOVA con comparacién de medias Tukey y
Dunnet. Para germinados de calabaza, la soluciéon EC3E2 logré incrementar el crecimiento de
las plantulas en 396.3% respecto al testigo. EC2A mostré una elongacion mayor respecto al
testigo del 88.5% para germinados de papalo. EC2A produjo un incremento del 15.8% en
pipitza. En verdolaga, EC2A produjo un incremento del 53.7%. La nutricibn por medio de

extractos de composta puede favorecer la produccion de biomasa a partir de germinados.
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Carretera Estatal Tecuexcomac-Tepetitla km 1.5, Tlaxcala, México. C. P. 90700.

?Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. Campo Experimental Tecoman. Carretera Colima-
Manzanillo km 35, Tecoman, Colima, México. C. P. 28100.

*Autor de correspondencia




Palabras clave: Cucurbita pepo L., Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., Porophyllum linaria

Cav., Portulaca oleracea L., soluciones nutritivas

Introduccién

Los sistemas de produccion de alimentos necesitan ser renovados a fin de generar productos
con mejores atributos nutrimentales. Los germinados de semillas contienen altos niveles de
nutrientes, como consecuencia de la biodisponibilidad de iones y biomoléculas que deriva de
cambios fisiolégicos durante el proceso de germinacion y crecimiento inicial (Liu et al., 2019).
El proceso de germinacion consiste en una serie de cambios bioquimicos vy fisiol6gicos que
dan como resultado la iniciacion del crecimiento de una nueva planta. Este proceso implica la
movilizacion de las sustancias de reserva dentro de la semilla para que las utilice el embrion
en crecimiento (Lynch et al., 2012). Por lo tanto, los germinados son fuentes de proteinas,
vitaminas y minerales, asi como glucosinolatos, compuestos fendlicos y compuestos que
contienen selenio e isoflavonas, que son auxiliares en el mantenimiento de la salud (Ponce de
Leodn et al., 2013).

Las hortalizas tradicionales tienen un elevado contenido de vitaminas, antioxidantes y fibra
dietética, carecen de lipidos en su composicion, por lo que tienen un bajo contenido calorico
(Vera-Sanchez et al.,, 2016). Ademas, contienen fitoquimicos tales como fenoles y
carotenoides, que les otorgan el caracter de alimento funcional.

La calabaza (Cucurbita pepo L.) es una planta anual de habito rastrero que produce un fruto
gue normalmente se consume antes de llegar a la madurez. Sus semillas muestran
propiedades antidiabéticas, antifungicas, antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes
(Rolnik y Olas, 2020). La germinacién de las semillas mejora la calidad nutrimental y provoca
un cambio importante en las caracteristicas bioquimicas y sensoriales de estas (Liu et al.,
2019). Se ha reportado que, la germinacion reduce los factores responsables de flatulencias,
aumentando la digestibilidad y utilizaciéon de proteinas y carbohidratos (Akintade et al., 2019).

El p4palo [Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass.], es una herbacea anual que produce hojas

comestibles y que se consume en fresco; si estas se someten a coccion, pierde su sabor




original. Ademas, el papalo forma parte de la medicina tradicional de las culturas originarias en
México (Castro-Lara et al., 2018).

La pipitza (Porophyllum linaria Cav.) es una planta anual, que produce flores y hojas
aromaticas y saborizantes. Ademas, esta especie muestra propiedades antiinflamatorias y
medicinales (Vazquez-Atanacio et al., 2021). Es rica en vitaminas B y C, y aporta minerales
como fosforo, hierro y calcio (Castro-Lara et al., 2018). Se utiliza principalmente como
condimento en fresco o seco para la elaboracion de diferentes platillos regionales.

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una planta herbacea rastrera, cuyos brotes tiernos se
consumen en ensaladas como verdura o guisadas (Castro-Lara et al., 2018). Esta especie
aporta vitaminas A, B, C y minerales esenciales como hierro, magnesio y calcio. También
contiene terpenos, acidos fendlicos y cumarinas, flavonoides y alcaloides como las oleraceinas
(Baradaran et al., 2019), con efectos antifingicos, antivirales, neuroprotectores y
anticancerigenos (Meng et al., 2016).

Para la nutricion de cultivos se han definido 14 elementos esenciales, dentro de los que se
pueden citar los macronutrimentos N, P, K, Ca, Mg y S; y los micronutrimentos Cl, Fe, B, Mn,
Zn, Cu, Mo y Ni. Estos elementos se pueden aportar a la planta a través de los fertilizantes al
suelo en sistemas a cielo abierto, o a través de las soluciones nutritivas en sistemas
hidroponicos (Lynch et al., 2012). Ademas, la nutricion de plantas puede mejorar al hacer
aportes de materiales organicos como las sustancias humicas. Estas sustancias provienen de
desechos de animales y plantas; son de caracter acido, elevado peso molecular, resistentes al
ataque microbiano y con propiedades refractarias (Pepper y Gentry, 2015). Tienen efectos
positivos en el crecimiento, el desarrollo y la produccion de cultivos.

A través de la germinacion es posible mejorar los valores nutricionales y reducir los factores
antinutricionales e indigeribles de las semillas. Ademas, la germinacion contribuye a
incrementar la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios, como la vitamina C y los
polifenoles que pueden tener efectos antioxidantes, antidiabéticos y anticancerigenos. En este
trabajo se evalué la de produccion de germinados de cuatro especies de hortalizas
tradicionales, a partir de soluciones nutritivas inorganicas [Adelusi-Oseni (AO), Ruakura (Ru)
y Maeda (M)], y organicas provenientes de extractos composta (EC1, EC2 y EC3), comparadas

contra un testigo desarrollado con agua.




Materiales y Métodos

Material bioldgico utilizado

Se emplearon semillas comercialmente disponibles de cuatro especies de hortalizas
tradicionales en México: calabaza (C. pepo L.), papalo [P. ruderale (Jacq.) Cass.], pipitza (P.
linaria Cav.) y verdolaga (P. oleracea L.), adquiridas con productores locales de la region en el
mercado de San Andrés Cholula, Puebla, México.

Desinfeccion de semillas

La desinfeccion de semillas se llevd a cabo segun el protocolo descrito por Garcia et al. (2008).
Primeramente, se realiz6 un lavado a 50 g de semillas en Tween 80 (0.25% v/v) durante 5 min;
posteriormente se procedidé a un remojo de las semillas en etanol al 70% durante 1 min; se
prosiguié con un lavado en Ca(ClO)z al 5% mas Tween 80 (0.25% v/v) por 20 min. Finalmente
se llevaron a cabo cuatro enjuagues de 2 min cada uno con agua destilada estéril sobre una
coladera a fin de retirar el exceso de agua.

Germinacién de semillas

Con las semillas limpias y desinfectadas, se inicio el proceso de germinacion con base en la
metodologia descrita por Chen y Chang (2015), con algunas modificaciones. Las semillas se
remojaron en agua purificada por 24 h, posteriormente fueron colocadas diez semillas como
unidad experimental en cada caja Petri sobre tela de algodon como medio de soporte,
agregando 5 mL de solucion nutritiva, mas un testigo con agua purificada, aplicando un
fotoperiodo de 12 h en una camara de crecimiento vegetal, ajustada a una temperatura de
25°C, con iluminacion (Marca SEV, Puebla, México). Cada ensayo se evalué por triplicado. El
sistema de germinacion se rehidraté cada 24 h con 2 mL de su respectiva solucion nutritiva
hasta las 96 h, tiempo en el cual se determinaron las longitudes del germinado tanto de la parte
aérea como de la raiz.

Soluciones nutritivas y enmiendas organicas

En cada una de las tres especies estudiadas, se evaluo el efecto de las soluciones nutritivas:
1) Adelusi-Oseni (AO): empleada para la acumulacién de pigmentos fotosintéticos (Adelusi y
Oseni, 2015); 2) Ruakura (Ru): usada para el incremento de materia seca en germinados.
(Smith et al.1983); y 3) Maeda (M): reportada para incrementar el rendimiento de germinados

(Maeda, 2006). Ademas, se probaron tres extractos de compostas: Extracto de composta 1




(EC1), Extracto de composta (EC2) y Extracto de composta (EC3) con tres disolventes,
empleados con el fin de extraer los biostimulantes presentes en las compostas: Detergente
(D), Agua (A) y Etanol (E). Este ultimo factor (etanol) se probo a tres diferentes
concentraciones: 25% (1), 50% (2) y 75% (3) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio experimental empleado en la germinacién de semillas.

Soluciéon Nutritiva Extracto concentrado Numero de tratamiento

D¢ 1

AP 2

EC1° E1 3
E2) 4

E3k 5

D 6

A 7

EC2° E1l 8
E2 9

E3 10

D 11

A 12

EC3° E1 13
E2 14

E3 15

md - 16
AQ® - 17
Ru' - 18
Testigo - 19

agCl=Extracto de composta 1, PEC2= Extracto de composta 2, CEC3= Extracto de composta 3, ¥M=Solucién
nutritiva Maeda, ¢AO= Solucién nutritiva Adelusi Oseni, 'Ru= Solucién nutritiva Ruakura, ¥D=Detergente, "A=Agua,
iIE1=Solucién de etanol al 25%; IE2=Solucién de etanol al 50%, “E3=Solucién de etanol al 75%.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para evaluar de manera individual el uso de extractos de composta y soluciones minerales
nutritivas se llevd a cabo el andlisis de los tratamientos realizados a las cuatro especies
estudiadas mediante un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones de

18 tratamientos, mas un testigo con agua de cada unidad experimental de 10 semillas (Cuadro




1), sumando un total de 228 corridas experimentales. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA), y las medias fueron comparadas por la prueba de Dunnett (p < 0.05) para saber si
existieron diferencias significativas con respecto al testigo y una comparaciéon de medias de
Tukey (p =<0.05) para validar la diferencia entre los germinados desarrollados con las diferentes
soluciones nutritivas. Para estos analisis se empleé el software Microsoft Excel versiéon 16.29
y Minitab version 18. Se aplicaron diagramas de Pareto, para identificar las soluciones

nutritivas que generaron mayor biomasa en los germinados.

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestran las diferencias porcentuales en cuanto a elongacion de la parte
aérea de los germinados de calabaza (subfigura 1A), papalo (subfigura 1B), pipitza (subfigura
1C), y verdolaga (subfigura 1D), respecto al testigo (germinados realizados solamente con

agua purificada), de acuerdo con los tratamientos descritos en el Cuadro 1.
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Figura 1. Porcentaje de diferencia de la longitud de la parte area del germinado de semillas: A:
calabaza; B: papalo; C: pipitza; y D: verdolaga con respecto al testigo.




En esta misma Figura 1A, se observa que, el mayor desarrollo del germinado de calabaza fue
en EC3EZ2, tratamiento en el que se alcanzaron 61.20 + 7.57 mm de longitud, lo que equivale
a un 396.3% de aumento con relacion al testigo; y es secundado por la solucion mineral AO,
con 43.44 + 12.08 mm de longitud del germinado, equivalente al 252.3% de incremento con
respecto al testigo. La prueba de Dunnett (Cuadro 3) indica que existen diferencias
significativas entre las medias aritméticas de las longitudes alcanzadas con estas soluciones
con respecto al testigo, en tanto que, la prueba de Tukey (Cuadro 3) indica que existen
diferencias significativas entre las medias de las longitudes entre EC3E2 y AO.

Cuadro 3. Prueba de Tukey (p < 0.05) y Dunnett (p < 0.05) de comparacion de la media aritmética
de la longitud de los germinados (mm) de calabaza, papalo, pipitza y verdolaga.

Solucién nutritiva Calabaza Papalo Pipitza Verdolaga
Testigo 12.33+ 252 A™  21.75+353¢cp. AaM8.01+£3.264. A" 13.70 £2.58 ¢ A"
EC2A 18.20+3.90 p g F. A™ 41.01 £3.88,4..m 9.28+1.514.a" 21.07£2.95,.Mm
EC3E2 61.20 + 7.57 AI; .m 755+ 1.95 F,GI; m 1.77+1.25 B,cl; m 1417 +2.02 B,cl; AM
Ru 28.80 + 3.70 ¢, DI; m 39.17 £ 4.21 BI; M 7.44 £ 1.57 p, BI;Am 16.93 + 3.14 4, BI;Am
AO 43.44 +12.08g" - 34.63+254,¢..m 0.00c..™ 17.55+ 456 5 g A"

IPrueba de Tukey: Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes; "Prueba de Dunnett:
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

Lo anterior, puede explicarse debido a que las sustancias humicas pueden formar complejos
con los cationes de metales de transicién, lo que puede incrementar la absorcién de estos
elementos por la planta (Chen y Aviad, 1990). Ademas, las plantas tratadas con sustancias
hamicas tienen una mayor eficiencia de absorcion de agua, que las plantas no tratadas, con lo
gue pueden producir mas biomasa. En un estudio similar realizado en albahaca (Ocimum
basilicum), cilantro (Coriandrum sativun) y lechuga (Lactuca sativa) tratadas con té de
composta, se observd la misma cantidad de biomasa que en las producidas con solucion
mineral de Steiner (Gonzalez-Solano et al., 2018).

Respecto a papalo, las soluciones que registraron los mayores desarrollos de la parte aérea
fueron el tratamiento EC2A, con 41.01 + 3.88 mm de parte aérea, equivalente a un incremento
del 88.5% respecto al testigo; la solucién mineral Ru, con 39.17 + 4.21 mm, que equivalen al
80% de aumento respecto al testigo; y la soluciéon AO, que desarroll6 34.63 + 2.54 mm, lo que

representa 59.2% mas que el testigo. En el resto del experimento no se observan valores de




importancia en cuanto al desarrollo del germinado y ain mas se presento en algunos casos la
falta de viabilidad de las semillas, razon por la cual no se observan algunos datos o se muestra
un 0%, considerando que son idénticas al testigo. La prueba de Tukey (Cuadro 3) no mostro
diferencias significativas entre las citadas soluciones nutritivas con efecto positivo en el
desarrollo de los germinados. En tanto, la prueba de Dunnett (Cuadro 3) indicdé que los
germinados desarrollados con los tratamientos antes citados son estadisticamente superiores
al testigo. Los efectos positivos de las sustancias humicas se observan primeramente en
indicadores de crecimiento de la planta, como la emision de brote y las raices, longitud o peso
de biomasa fresca y seca (Vaughan y Malcolm, 1985).

Los resultados en pipitza se muestran en la Figura 1C. Se puede observar que el extracto de
composta EC2A produjo una elongacion de 9.28 + 1.51 mm, que representd 15.8% de
incremento con respecto del testigo. Esta fue la Unica solucién nutritiva que presenta mayor
desarrollo en la parte aérea del brote en semillas de pipitza con respecto al testigo. Los demas
tratamientos redujeron esta variable en pipitza, sin embargo, la prueba de Dunnett (Cuadro 3)
indicod que, no existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos respecto al
testigo, cuyo germinado logré 8.61 + 3.26 mm de longitud. Sin embargo, se observo que el
tratamiento EC3E2 (1.77 £ 1.25 mm) presenta menor desarrollo en los germinados respecto a
los alcanzados en el testigo. En el caso del tratamiento AO es importante notar que la
germinacion fue inhibida. Estos resultados corroboran que no puede haber una Unica solucion
nutritiva que produzca resultados satisfactorios en todas las circunstancias y especies
evaluadas (Smith et al., 1983). Las soluciones nutritivas y las sustancias humicas pueden
afectar la sintesis y transporte de fitohormonas en las plantas. Por ejemplo, las sustancias
hamicas pueden estimular la sintesis de acido indolacético (AlA). A su vez, esta auxina puede
estimular la germinacion y el crecimiento de los germinados (Amador-Alférez et al., 2013).
Los resultados para verdolaga se muestran en la figura 1D. Se puede apreciar que el
tratamiento EC2A, con 21.07 = 2.95 mm de longitud del germinado, equivalente a 53.7% de
incremento respecto al testigo, presenta el mayor crecimiento de la parte aérea para esta
especie. La prueba de Dunnett (Cuadro 3) revel6 que, ésta fue la Gnica solucién que presenté
diferencia significativa respecto al testigo. Un aumento en la captacion de N, que favorece el
crecimiento de la parte aérea, puede explicarse por el papel de las sustancias humicas en la

modulacién de la captacion de nitrato a través de una interaccion con la membrana plasmatica
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(Maggioni et al., 1987; Chen y Aviad, 1990; Gulnaz et al., 1999; Verlinden et al., 2010). Estos
componentes parecen aumentar la permeabilidad de la membrana celular y pueden tener una
actividad similar a las fitohormonas denominadas auxinas, que actian como reguladoras del
crecimiento vegetal (Olivares et al., 2017). Incluso, pequefios fragmentos de acidos humicos
posiblemente proporcionan nutrientes para las plantas. Por otra parte, en las soluciones
nutritivas con efectos negativos o menor capacidad estimulante del desarrollo de los
germinados, se sabe que sus componentes pueden presentar reacciones quimicas que forman
precipitados de iones, lo que ocasiona que éstos no estén disponibles para el desarrollo de la
planta (Trejo-Valencia et al., 2015).

La evaluacién del efecto de los extractos de composta en la germinaciéon y elongacién de
germinados mostré6 que cada hortaliza evaluada tiene requerimientos especificos para su
desarrollo. Es por lo anteriormente sefialado, que la eleccion de las soluciones nutritivas con
mayor influencia positiva en los germinados fueron los extractos de composta EC2A y EC3EZ2;
asi como las soluciones minerales Ru y AO.

Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos, se puede concluir que los extractos de composta son
una opcion importante por considerar para aumentar el rendimiento de la biomasa en la
produccién de germinados.

El extracto de composta 3 extraido con etanol al 50% (EC3E2) incrementd la produccién de
biomasa de germinado de calabaza en 395.2% con respecto al testigo; mientras que la
biomasa de germinado de papalo con el extracto de composta 2 obtenido con agua (EC2A)
produjo una elongacién mayor al 84.7% respecto al testigo. En pipitza, el extracto de composta
2 obtenido con agua (EC2A) produjo un incremento del 15.8% de la biomasa respecto al
testigo. En verdolaga, el extracto de composta 2 extraido con agua (EC2A) indujo un
incremento del 53.7% de la biomasa con respecto al testigo.

El extracto de composta 3 extraido con etanol al 50% (EC3E2) incrementd la produccién de

biomasa de germinado de calabaza en 396.3% con respecto al testigo; mientras que la

biomasa de germinado de papalo con el extracto de composta 2 obtenido con agua (EC2A)




produjo una elongacién mayor al 88.5% respecto al testigo. En pipitza, el extracto de composta
2 obtenido con agua (EC2A) produjo un incremento del 15.8% de la biomasa respecto al
testigo. En verdolaga, el extracto de composta 2 extraido con agua (EC2A) indujo un
incremento del 53.7% de la biomasa con respecto al testigo.
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COMPARACION DE LA MICROBIOTA EDAFICA EN FUNCION DEL
HISTORIAL DE USO DE GLIFOSATO EN NARANJA

José Manuel Macotela Cruz?, Laura Gémez Tovart* y Manuel Angel Gémez Cruz?2

Resumen

Los microorganismos del suelo desempefan distintas funciones de interés para los cultivos
agricolas; estan implicados en varias fases del ciclo de nutrientes, descomponen detritos,
procesan el almidoén, celulosa, proteinas, solubilizan nutrientes como fésforo y hierro, y
sintetizan fitohormonas que promueven el crecimiento radicular, por mencionar algunas. El
estilo de agricultura conocido como manejo agroecoldgico persigue la salud de los suelos,
buscando promover las comunidades microbianas edaficas para establecer sistemas que
permitan el reciclaje de nutrientes, las relaciones simbiéticas y el control de fitopatégenos por
medio de organismos antagonistas. Esto se logra adicionando microorganismos locales
reproducidos artesanalmente y proveyendo las condiciones idoneas para que estos
desarrollen su actividad en el agroecosistema. Por otro lado, el manejo convencional emplea
sustancias nocivas que atentan contra la microbiologia de los suelos. En Papantla, Veracruz,
éste incluye el uso del herbicida glifosato, cuyos efectos nocivos sobre la microbiologia han
sido reportados por diversos autores. Se identificaron y analizaron las especies de hongos y
bacterias presentes en cinco suelos cultivados con naranja valencia (Citrus sinensis L. Osbeck)
con distinto manejo, 2 agroecoldgicos y 3 convencionales, en la comunidad de San Pabilo,
Papantla, Veracruz. Se contabilizaron propagulos de hongos y Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de bacterias. Para analizar las poblaciones microbianas y comparar los suelos,
se emplearon los indices de diversidad de Shannon-Wiener y Simpson y se realizaron estudios
con cromatografias de Pfeiffer para comparar las caracteristicas en un analisis integral de
salud del suelo. En los terrenos bajo manejo agroecoldgico sin aplicaciéon de glifosato se

encontr6 la mayor diversidad de microorganismos, mayor numero de microorganismos
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2 CIIDRI-UACh, magomezcruz@live.com.




benéficos y mejor salud del suelo en base a las cromatografias, indices de diversidad y
cantidad de propagulos y UFC. El uso de glifosato incidi6 de forma significativa sobre las
especies identificadas de hongos y bacterias de los terrenos; en suelos con aplicaciones
continuas de glifosato las especies fitopatbgenas se encontraron en una proporcion mayor
respecto a las benéficas. Con respecto a las cromatografias, los suelos tratados con glifosato
presentaron menor actividad enzimatica, menor integracion mineral, y menor procesamiento

de la materia organica por parte de los microrganismos.

Palabras clave: manejo agroecolégico, naranja organica, cromatografias de Pfeiffer,
diversidad microbiana, fertilidad de suelo

Introduccién

Para el afio 2019 México ocup6 el sexto lugar en producciéon de naranja a nivel mundial, con
una superficie cosechada de 329,771ha (SIAP, 2021). Asi mismo la produccion es sostenida
bajo un paradigma tecnol6gico convencional que contamina suelo, agua y planta, utilizando
sustancias quimicas perjudiciales para la salud, entre las cuales se encuentra el herbicida
glifosato (SIAP, 2021; FAOSTAT, 2019, citados por Gomez et al., 2021). Seguin Gémez y
Gomez (2022) citando a CONACYT (2020) el 14% del uso de glifosato en México se destina a
la produccién de citricos.

Para la busqueda de alternativas al manejo convencional de la naranja, el Centro de
Investigaciones Interdisciplinarias para el Desarrollo Rural Integral (CIIDRI) establecio en
Papantla, Veracruz un Faro Agroecoldgico donde se emplean y desarrollan practicas
agroecoldgicas para el manejo de la naranja, como una alternativa al manejo convencional
(Gémez et al.,, 2021) alcanzando rendimientos superiores a 37 ton/ha. Varias de estas
practicas implican la promocion, directa o indirecta, de la prosperidad de los microorganismos
del suelo. Aunado al papel que desempefian los microorganismos en el ciclo de nutrientes, a
las relaciones simbibticas mutualistas que establecen con las plantas y también a su

desempefio en la salud de suelos y consiguiente resiliencia de los cultivos. En tal sentido, los

microorganismos son potencialmente buenos indicadores de cambios en poblaciones de




microorganismos del suelo en cortos periodos de tiempo y faciles de evaluar (Sparling, 1992;
citados por Quinchinguano-Hayo, 2013).

Segun Bortoli et al., (2012) numerosos estudios han encontrado diversos efectos del glifosato
sobre la actividad de los microorganismos del suelo, entre los cuales destaca la disminucion
del crecimiento micelial de Fusarium solani, Phythium spp., y Trichoderma viride frente a
concentraciones altas del herbicida y la colonizacién abundante de patégenos (E.g., Pythium
spp. y Fusarium spp.) en plantas anuales y perennes tratadas con glifosato.

Abonando a lo anterior, Lancaster et al., (2010) descubrieron que la poblacion del patégeno
Burkholderia spp. tiende a aumentar tras aplicaciones del herbicida. Asi mismo, Herndndez et
al. (2018) registré que la poblacion del grupo Bacteroidetes aumentd de manera significativa
en respuesta a la aplicacion de herbicidas. A su vez, Lupwayi et al., (2008) descubrio que, en
los cultivos de canola resistente a glifosato, donde se hacen aplicaciones abundantes y
regulares de este herbicida, se altero la estructura funcional y se redujo la diversidad de las
bacterias del suelo, sin embargo, también aument6 la biomasa microbiana. Los autores
deducen que los cambios observados en las comunidades microbianas edéficas podrian
afectar las redes alimentarias del suelo y los procesos biolégicos. (Lancaster et al., 2010;
Hernandez et al., 2018 y Lupwayi et al., 2009)

Por otra parte, y retomando a Bértoli et al. (2012) el impacto del glifosato sobre la actividad y
biomasa microbianas podria estar relacionado con el tipo de suelos y con su historial de
aplicaciones previas de glifosato. Destaca el hallazgo de Ratcliff et al. (2006), citados por
Bortoli et al., (2012) quien encontré que la aplicacion de glifosato produce un aumento de la
diversidad en suelos arcillosos-limosos, asi como el de Araujo et al. (2003, citados por Bortoli
et al., 2012) quien demostrd que los suelos con aplicaciones previas de glifosato muestran una
fuerte respuesta en su actividad microbiana frente a una nueva aplicacién del herbicida.

Con el uso de cromatografias de Pffeifer, Medina-Saavedra et al. (2018), encontraron una
relacion entre el manejo convencional y la degradacion de la salud del suelo, denunciando una
baja actividad enzimatica de la microbiologia, producida por la erosion en el suelo desnudo,
registrando tonalidades parduzcas y grises por el uso de fertilizantes y estiércoles, aislamiento
de los minerales con la poca materia organica, asi como caracteristicas contrastantes de

buena actividad microbiana en areas con manejo agroecoldégico.
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En base a lo anterior, resulta relevante profundizar en el efecto que tiene el glifosato sobre las
comunidades microbianas del suelo cultivado con naranja, considerando su relevancia a nivel
nacional en cuanto a produccién y superficie ocupada, asi mismo, en el estudio del efecto que
tienen sobre ellas las alternativas de manejo probadamente competitivas, como el manejo
agroecoldgico.

La presente investigacion tuvo por objetivo estudiar en campo la composicion, proporcion,
actividad y diversidad de las comunidades microbianas en suelos con aplicacion continua del
herbicida glifosato, y compararlas con la de sistemas de manejo agroecoldgico.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio sobre cinco parcelas para comparar la presencia, dinamica y proporcién
de microorganismos ligados a diferentes tipos de manejo; dos terrenos bajo manejo
agroecoldgico y tres con manejo convencional y distinto historial de aplicacion de glifosato.
Ubicacion

El estudio fue realizado en la localidad de San Pablo, del municipio de Papantla de Olarte en
el estado de Veracruz. Su ubicacidon geografica se describe por las coordenadas: 20° 27
18.27" LN y 97° 12" 05.28” LO, y se encuentra a una altitud de 20 m. El clima de la region es
calido regular, con una temperatura media anual de 20.8°C y abundantes lluvias en verano y
principios de otofio, con una precipitacion media anual de 1186.8 mm (INEGI, 2015, citado por
Reyes-Ortiz, 2017). El periodo en el cual se realiz6 el estudio comprendio los meses de enero
y febrero del afio 2022. Los terrenos analizados corresponden al tipo de suelo llamado “vega”,
que se refiere a aquél que es de origen aluvial, acumulado por el rio Tecolutla, asi como
deposiciones de los accidentes geograficos circundantes. Las huertas estan cultivadas con
naranja (Citrus sinensis L. Osbeck), variedad Valencia tardia, en suelos franco-limosos. En
estos espacios se cultivan arboles de entre 30 afios y 10 afios, mientras que pocos superan
los 60 afos de edad.

Manejo de las parcelas evaluadas

En la Cuadro 1 se describen las caracteristicas de las parcelas de naranja evaluadas y su

manejo.




Cuadro 1. Manejo de las parcelas evaluadas. 2022.

Parcela
Tipo de
manejo
Tiempo
con tal

manejo

Practicas
asociadas

Leonor

Agroecoldgico

5 afos

-Aplicacion de
microorganismos:
Micorrizas,
Magro simple,
M.M.

-Control de
malezas:
Motochapeadora,
chapotes,
redondeo con
azadon, siembra
de leguminosas.
-Control de
enfermedades:
Agua de vidrio
-Podas

-Adiciéon de
compostas y
harinas de rocas.

Gefio
Agroecoldgico

10 afos

-Aplicacion de
microorganismos:
Micorrizas, M.M.,
Magro simple.
-Control de
malezas con
paso de rastra,
chapotes,
redondeo con
azadon.

-Podas

-Adicion de
compostas y
harinas de rocas

Reyes

Convencional

10 afos

-Paso de
rastra regular
(2-3 meses)
-Uso de
glifosato de
forma regular
(2-3 meses)
-Poda

Aldo

Convencional

5 afos

-Uso regular
de glifosato
(2-3 meses)
-Poda
-Siembra de
maiz
-Redondeo
con azadon

Eduardo

Convencional

n/a

-Aplicacion
de glifosato
(4 meses)
-Paso de
rastra (cada
3 meses)
-Poda
-Redondeo
con machete
-Siembra de
Maiz

Fuente: Elaboracion propia con base a los informantes clave y trabajo de campo. 2022.

Fase de campo

Para la toma de muestras el dia 6 de enero del 2022, se realizaron transectos a través de cada

parcela, se tomaron tres muestras al azar cerca de especimenes de arboles de naranja,

midiendo a patrtir de ellos cuatro metros de distancia al tronco y obteniendo submuestras de 0-

20 cm de profundidad. Adicionalmente, a dos metros se tomaron submuestras de 0-20 cm y

20-40 cm de profundidad. En total, de cada terreno se obtuvieron tres muestras, cada una con

tres diferentes profundidades manejadas por separado en submuestras. Se realizo la

extraccion con palas utilizando la metodologia recomendada por Restrepo y Pinheiro (2011).

Adicionalmente se buscé un suelo saludable para comparar las cromatografias de Pfeiffer,

luego de encontrarlo se obtuvieron tres muestras de cada profundidad con el mismo

procedimiento antes descrito, y se elaboraron muestras compuestas.




Analisis de laboratorio

Para el andlisis en laboratorio, las submuestras se tamizaron con colador de plastico y se
elaboraron dos muestras compuestas de 500 g de cada terreno, una para cada tipo de andlisis.
Se etiquetaron y enviaron en un contenedor aislante al Laboratorio de Fitopatologia LADIFIT
del Colegio de Postgraduados en Texcoco.

Para la identificacion de bacterias y su correspondiente conteo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) se utilizaron los métodos de diagndstico de bacterias fitopatbgenas mediante
técnicas moleculares y pruebas bioquimicas en productos y subproductos vegetales IT-BIM-
01. Se identificaron por medio del Manual para identificacion de bacterias fitopatdgenas de
Rodriguez (2012) y del Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria (APS,
2001).

Para la identificacion de hongos y el conteo de sus propagulos se utilizé el método de deteccion
de hongos fitopatdbgenos mediante técnicas de aislamiento y claves taxonémicas en productos
y subproductos vegetales IT-MIC-01, y de acuerdo a la “lllustrated genera of imperfect fungi”
de Barnet y Hunter (1987), el “Compendium of soil fungi” de Domsch et al., (1980) y el libro
“The fusarium laboratory manual” de Leslie y Summerell (2008).

Analisis cuantitativo

Se analizé la presencia de géneros y especies patégenas y benéficas, asi como su proporcion.
Para cuantificar, analizar y comparar la diversidad de microorganismos se utilizaran los indices
de Simpson y de Shannon-Wiener, capturando los datos de especies y géneros identificados
en cada terreno, comparando sus poblaciones entre terrenos y contrastando con bibliografia.
Se realizé el analisis de estadistica no paramétrica conocido como la prueba del signo para
determinar diferencia.

Andlisis cualitativo

Se realizaron cromatografias de Pfeiffer de acuerdo al procedimiento indicado por Restrepo y
Pinheiro (2011), preparando una solucion extractora de Hidroxido de sodio, una sustancia

reveladora a base de nitrato de plata y usando papel filtro redondo del nidmero 4. Se

interpretaron segun lo indicado por estos autores, y comparando estudios similares.




Resultados y Discusion

El tipo de manejo provoco diferencias significativas sobre la presencia y cantidad de especies
de hongos identificados; existe una mayor cantidad de propagulos del hongo benéfico
Trichoderma sp, y hongos con potencial simbidtico como Penicillium sp en el terreno con
manejo agroecoldgico sin paso de rastra. Mientras que los hongos fitopatdgenos fueron
identificados en mayor proporcion respecto a los benéficos en los terrenos con aplicacion de
glifosato, lo cual ha sido reportado también por Kremer et al., (2005) y Alegrini (2017). Kremer
et al., (2005) mencionan que el glifosato presente en los exudados de raices puede ser utilizado
por Fusarium sp. para obtener nutrientes, o que el herbicida favorece la germinacion de sus
propagulos. Los géneros con mayor prevalencia en terrenos con uso regular de glifosato
coinciden con lo reportado por Chaves-Bedoya et al. (2013) y Carranza et al. (2014). Las
proporciones también se asemejan a las reportadas por Chaves-Bedoya et al. (2013) quienes
identificaron mayor nimero de hongos fitopatdgenos como Fusarium sp. Penicilium sp. y una
menor proporcion de hongos antagénicos como Trichoderma sp. Los valores de indices de
diversidad en hongos indican una diversidad media en las parcelas “Leonor’” (manejo
agroecoldgico), “Reyes” (Manejo convencional) y “Aldo” (manejo convencional), mientras que
“Gefo” (manejo agroecoldgico) y “Eduardo” (manejo convencional) presentan una diversidad
baja (Cuadro 2).

Los terrenos bajo manejo orgénico presentaron mayor numero de especies de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, asi como mayor diversidad de especies. No existio
variacion significativa en las poblaciones debido al paso de rastra, sin embargo, las especies
Bacillus licheniformis y B. subtilis no fueron identificadas en dos de los tres terrenos tratados
con glifosato. La incipiente presencia del género Bacillus en los suelos manejados de forma
convencional indica un posible desarrollo de resistencia, coincidiendo con Castafeda et al.
(2019), quienes también reportaron que los organismos procariotas de suelos tratados con

glifosato eran comparativamente menores que los de suelos no tratados, indicando un menor

porcentaje de filo, clase, 6rdenes y familias en ellos, lo cual coincide con lo encontrado en este
estudio (Cuadro 3).




Cuadro 2. indices de diversidad de hongos por parcela de naranja evaluada.

Parcela Especie Poblacién especifica indice de gl?;ﬁigr?
(propagulos/g suelo)  Simpson Wiener
Fusarium solani 30
Fusarium sp., 10
u ” Trichoderma sp., 100
Leonor” noc P 0.72906778  2.16100994
Agroecoldgico Penicilium sp., 50
Aspergillus niger 10
Mucor 30
Fusarium solani 40
Cladosporium sp., 10
‘Reyes” Penicillium sp 30 0.75062552 2.11807821
Convencional = ' '
Aspergillus niger 10
Mucor sp., 20
B Fusarium oxysporum 10
Gefio o Fusarium sp., 10 0.57142857 1.37095059
Agroecoldgico
Aspergillus niger 30
Fusarium solani 10
Fusarium sp., 10
SR Trichoderma sp., 30
Aldo _ _ _ P 0.79642058 2.3898981
Convencional Aspergillus niger 40
Mucor sp., 20
Penicillium sp., 40
Fusarium solani 10
Eduardo Trichoderma sp., 70 0.42553191  1.0869877
Convencional
Aspergillus niger 15

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Cuadro 3. indices de diversidad de bacterias por parcela de naranja evaluada.

Parcela Especie Poblacion indice de indice de Shannon-
P (UFCl/g suelo) Simpson Wiener
Bacillus sp., 12
“ " Bacillus subtilis
Leonor 0.75201613 1.94274081

Agroecoldgico Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorecens 6




ContintGa Cuadro 3...

Speclepaon dicede  ndice ge Shamnor-
‘Reyes” Bacillus sp., 10 57635468 1.9652115
Convencional = Bacillus subtilis 6

Bacillus licheniformis 7
Pseudomonas fluorecens 6
Bacillus sp., 6
“Gefio” Bacillus subtillis 7
Agroecologico Bacillus licheniformis 4 0.77470356 1.97264741
Pseudomonas fluorecens 6
JACH Bacillus sp., 6 0.54545455 0.99403021
Convencional  pseudomonas fluorecens 5
i n Bacillus sp., 4
C:Eodnli/?err(lj((:)onal Pseudomsnas fluorecens 5 0-59555556 0.99107606

Fuente: Elaboracién propia, 2022.

Los terrenos con mayor poblacion y diversidad de especies de bacterias benéficas fueron los
manejados agroecolégicamente segun los indices de Simpson y Shannon-Wiener, mientras
gue la diversidad de hongos en algunos casos fue superior en los terrenos con uso de glifosato,
empero a las mayores proporciones de patdgenos hallados en estos. El manejo con mayor
proporciébn de microorganismos benéficos respecto a fitopatdgenos fue el manejado
agroecoldgicamente sin paso de rastra, también sembrado regularmente con leguminosas.
Segun los valores de los indices, los terrenos agroecolégicos “Leonor” “Gefio” y el
convencional “Reyes” presentan una diversidad media, mientras que el resto poseen una
diversidad baja (Cuadro 3).

En las cromatografias, los suelos tratados con glifosato presentaron menor actividad
enzimatica, menor integracion mineral y menor procesamiento de la materia organica por parte
de los microrganismos, asi como menos aireacion, comparados con los terrenos manejados
agroecoldgicamente, lo anterior es visible por la falta