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et e e Resumen

En este trabajo se evalud el efecto de 3 frecuencias (8, 12 y 24 h) y 3 tiempos de inmersion (7, 14y 21
min) en un biorreactor de inmersion temporal (BIT®) y un sistema convencional (medio semisolido)
sobre la morfologia de plantulas de Guarianthe skinneri, utilizando 10 plantulas por tratamiento con una
altura de 4 a 6 cm, 2 hojas y sin raices. Se Obtuvo mayor altura con la frecuencia y tiempo de inmersion
de 24 h y 21 min respectivamente, mayor formacion de brotes con la frecuencia y tiempo de inmersion
de 12 h y 21 min respectivamente y mayor formacion de cuticula con la frecuencia y tiempo de inmersion
de 8 h y 14 min respectivamente. El biorreactor de inmersion temporal fue el mejor sistema de
micropropagacion para el desarrollo de plantulas de G. skinneri con mayor altura, tasa de multiplicacion
y formacion de cuticula que un sistema semisoélido.

Influence of the parameters of the temporary

immersion bioreactor on the development of

el Guarianthe skinneriplantlets

Frecuencia de inmersion
Micropropagacion
Tiempo de inmersion Abstract
Tasa de multiplicacion In this work we evaluated the effect of three frequencies (8,12 and 24 h) and three times of immersion
(7, 14 and 21 min) in a temporary immersion bioreactor (BIT®) on the plantlet morphology of
Guarianthe skinneri and was compared to conventional system (semi-solid medium). Ten plantlets of 4
Immersion frequency to 6 cm height, with two leaves and without roots by treatment were used. Higher plantlet height was
obtained with the frequency and time of immersion of 24 h and 21 min, respectively. More shoots were
formed with the frequency and immersion time of 12 h and 21 min, respectively, and greater cuticle
thickness was obtained with the frequency and immersion time of 8 h 14 min, respectively. The BIT®
was the best micropropagation system for the development of G. skinneri plantlets with higher height,
multiplication rate and cuticle formation compared with a semi-solid system.

Immersion time
Micropropagation
Multiplication rate
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1. Introducciéon

Guarianthe skinneri es una planta epifita perteneciente a la
familia Orchidaceae, es nativa de la region mesoamericana
con distribucion natural desde México a Panama (Coello et
al., 2010; Coutifio-Cortes et al., 2018). El uso ornamental de
esta orquidea ha producido un aumento en su demanda
(Coello et al., 2010), siendo objeto de extraccion y comercio
ilicito; por esta razon es catalogada como “amenazada”, bajo
la sinonimia Cattleya skinneri, dentro de la norma oficial
mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (Coello et al.,
2010; Coutiflo-Cortes et al., 2018). Una de las causas de que
G. skinneri se encuentre en dicha categoria de amenaza es su
baja tasa de reproduccion natural, ya sea por medios
vegetativos o por germinacion de las semillas.

De forma natural, las semillas de las orquideas requieren de
un hongo micorrizico para germinar, debido a que carecen de
reservas y cotiledones funcionales, con lo cual, tan solo de 2
a 5% de germinacién para los miles de semillas que se
producen en cada fruto (Pineda, 2018).

Para aumentar el porcentaje de germinacién de las semillas
se ha utilizado la micropropagacion debido a que utiliza
medios de cultivo que proveen los nutrimentos necesarios de
manera asimbidtica, logrando aumentar el porcentaje de
germinacion hasta 80% (Menchaca-Garcia et al., 2012). Sin
embargo, cuando las plantulas son llevadas a condiciones ex
vitro en la etapa de aclimatacion, disminuyen su desarrollo y
rendimiento fotosintético debido a los cambios repentinos en
las condiciones ambientales, causando altos porcentajes de
plantulas perdidas o dafiadas (Francisco-Nava et al., 2011).
Lo anterior se debe a que durante el cultivo in vitro las
plantulas permanecen en recipientes cerrados, con humedad
relativa cercana al 100%, ocasionando que las hojas no se
desarrollen correctamente y que los estomas no sean
funcionales (Orellano et al., 2017). Bajo estas condiciones es
facil que una planta se deshidrate y muera al salir del
recipiente. Para evitar lo anterior, se han desarrollado
procesos de cultivo donde la plantula no estd en contacto
permanente con el medio de cultivo. Existen diferentes
métodos disponibles, entre los que destacan el cultivo
biorreactor de inmersion temporal (BIT®).

El sistema de inmersion temporal (SIT) es aquel en el que se
realizan inmersiones periddicas de los explantes en el medio
de cultivo, lo que permite el intercambio gaseoso dentro del
recipiente (Zuiiga et al., 2009). Los SIT pueden ser semi-
automatizados o automatizados, basados en frecuencias y
tiempos de inmersion de las plantas en medio de cultivo
liquido, seguido del drenado del mismo, logrando que las
plantas se encuentren en un ambiente renovado de gases y
eviten el estrés por oxidacion y vitrificacion (Orellano et al.,
2017).

El BIT® o recipientes gemelos de inmersion temporal, es un
sistema que consiste en dos recipientes conectados entre si
mediante tubos de silicona. Uno se utiliza como contenedor
del material vegetal y el otro como contenedor de medio de
cultivo. Para la ventilacion se conecta un filtro hidrofébico
de aire de 0.22 pm esterilizable en cada recipiente. Las
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inmersiones temporales se regulan mediante un programa
computarizado conectado a valvulas solenoides. Al abrir una
de las valvulas el medio de cultivo fluye desde el recipiente
que lo contiene al recipiente que contiene el material vegetal,
al abrirla nuevamente, el medio de cultivo fluye de regreso a
su recipiente. Mediante este sistema, el material vegetal es
inmerso en medio de cultivo por un tiempo definido,
permitiendo la absorcion de nutrimentos en toda la superficie
del material vegetal. La renovacion del ambiente gaseoso en
el recipiente del material vegetal se lleva a cabo cuando el
medio de cultivo fluye de regreso al recipiente que lo
contiene (Vilchez y Albany, 2014).

En funcion de lo anterior, la presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar la influencia de los parametros del
biorreactor de inmersion temporal sobre el desarrollo de
plantulas de G. skinneri.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantulas de G. skinneri cultivadas in vitro
mediante organogénesis, proporcionadas por el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biociencias de la
Universidad Auténoma de Chiapas, ubicado en el municipio
de Tapachula, Chiapas, México. Las vitro plantas fueron
subcultivadas en frascos de vidrio de 250 mL con 25 mL de
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) sin suplementos
hormonales. Para llevar a cabo los experimentos en
biorreactor de inmersion temporal. (BIT®) se utilizaron
plantulas de 4 a 6 cm de altura, con dos hojas y sin raices.

2.2. Biorreactor de inmersion temporal

Los BIT® se conformaron por dos frascos de vidrio de 400
mL, el primero contenia 250 mL de medio de cultivo MS y
el segundo frasco 10 vitroplantas, sin ningun tipo de soporte.
Los filtros consistieron en frascos de vidrio empacados con
algoddn quirargico que contenian dos tubos de cobre de 6.35
mm de didmetro interno, el primero de 13 cm de altura se
utiliz6 para conducir el aire a la parte inferior del frasco el
segundo de 5 cm se utilizé para la salida de aire. Los frascos
de los BIT® y los filtros se sellaron con tapones de goma
numero 11 y nimero 10, respectivamente.

La conexion de los frascos fue mediante mangueras
SURTEK® de PVC de 6.35 mm de didmetro interno
conectados con conectores de cobre. El medio MS fluyé de
un frasco a otro mediante la presion que se ejercié con una
bomba de aire (SAP-300 SUNNY®) conectada al filtro de
aire del frasco con medio MS. Para regresar el medio de
cultivo se invirti6 el flujo de aire (Figura 1).

2.3. Frecuencia y tiempo de inmersion

Con la finalidad de determinar la influencia de la frecuencia
y tiempo de inmersion sobre el crecimiento de G. skinneri en
los BIT®, se disefi6 un experimento factorial de dos factores
y tres niveles, obteniendo un total de nueve tratamientos. Se
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utilizdé un tratamiento adicional con medio semisolido con
fines comparativos (Cuadro 1).

Figura 1. Biorreactores de inmersion temporal.

Cuadro 1. Tratamientos obtenidos del disefio factorial.

Frecuencia de Tiempo de

Ll T inmersion (h) Inmersion (min)
1 24

2 24 14

3 24 21

4 12 7

5 12 14

6 12 21

7 8 7

8 8 14

9 8 21

10 Semisoélido Semisoélido

2.4. Evaluacion de variables morfologicas

Se evaluaron variables morfologicas sobre el crecimiento de
plantulas de G. skinneri. Las variables consistieron en: altura
de la plantula (cm), nimero de brotes (nim.), tamafio de
brotes (mm), nimero de raices (nim.), tamafio de raices
(mm), nimero de hojas nuevas (nim.) peso fresco (g), peso
seco (mg) y contenido de humedad (%). Las mediciones para
la variable humedad se hicieron siguiendo la norma oficial
mexicana NMXF083-1986. Adicionalmente se evalud
semanalmente la posible presencia de contaminacion y
oxidacion, basado en observacion visual con los siguientes
porcentajes: 0, 25, 50 y 100%.

2.5. Evaluacion de la cuticula

Con la finalidad de observar el efecto de los tratamientos
sobre el grosor de la cuticula de G. skinneri se realizaron
cortes histologicos de las hojas siguiendo las técnicas de
preparacion y corte en microtomo para especies vegetales
(Adriano-Anaya et al., 2014), modificando los tiempos en la
deshidratacion y en la inclusiéon de parafina. La fijacion e
infiltracion se realizé con formaldehido: alcohol etilico: agua
(5:3:1:1) por 72 h. Posteriormente, las hojas se deshidrataron
2 h en una serie de soluciones de alcohol etilico de 10, 25,

50, 75 y 96 °Gay-Lussac. Las hojas se sumergieron en una
serie de soluciones de xilol diluido en alcohol etilico en
concentraciones de 10, 25, 50, 75 y 100 %, con un tiempo de
sumersion de 1.5 h por concentracion. Posteriormente se
infiltr6 parafina histologica (Paraplast®) en los tejidos
mediante inmersion por 24 h a 60 °C.

Se realizaron cortes histologicos de 10 pm en un micrétomo
Microm HM 315® y posteriormente se realiz6 la tincidon con
safranina durante 1 min. Las observaciones y registro de las
microfotografias se realizaron con un microscopio Axiolab®
(CarlZeiss®) acoplado a un analizador de imagenes
AxioVisionLE® (CarlZeiss®).

2.6. Analisis estadistico

Para ver diferencias estadisticas entre los tratamientos se
realiz6 un analisis de varianzas (ANOVA), donde se
encontraron diferencias estadisticas se realiz6 una prueba de
comparacion de medias (Tukey 0=0.05). Los datos fueron
procesados con el programa estadistico XL-STAT® ver.
2013.

3. Resultados y Discusion

3.1. Frecuencia y tiempo de inmersion sobre el desarrollo de
G. skinneri

El andlisis de la variable altura de las plantulas revelo
diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.05). En el
Cuadro 2 se muestran todos los tratamientos, se observd que
el tratamiento de 24 h y 21 min de tiempo de inmersién
present6 el valor mas alto para la variable altura de las
plantulas (6.9 cm). Se encontraron diferencias estadisticas en
el medio semisoélido, el cual present6 los valores mas bajos
en la altura de las plantulas (5.2 cm, Figura 2), y en los
tratamientos donde la frecuencia de inmersion fue de 8 h
(Cuadro 2). Para la variable numero de brotes el andlisis
reveld diferencias estadisticas en los tratamientos (P<0.05).
En el Cuadro 2. El tratamiento con mayor formaciéon de
brotes (Figura 2) fue el de 12 y 24 h con 21 min de tiempo de
inmersion.

Figura 2. Plantulas de G. skinneri obtenidas de un biorreactor de
inmersion temporal BIT® (a) y sistema convencional semisoélido (b)
a los 21dias de cultivo.
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Cuadro 2. Frecuencia

tiempo de inmersidn sobre variables morfologicas de las plantulas de G. skinneri.

Tratamiento Frecuencia de inmersion (h)  Tiempo de inmersion (min) Altura (cm) Brotes (nium.)
1 24 7 6.7ab 1.2ab
2 24 14 6.5ab 0.7ab
3 24 21 6.9a 1.8ab
4 12 7 6.0ab 1.4ab
5 12 14 6.4ab 1.0ab
6 12 21 6.3ab 1.8a
7 8 7 5.4b 0.9ab
8 8 14 5.8ab 1.5ab
9 8 21 5.5b 0.6b
10 Semisolido Semisolido 5.2b 0.4b

Para todas las variables presentadas en el Cuadro 3, no existio
diferencias estadisticas entre los tratamientos (P>0.05).

Nuestros resultados fueron similares a lo reportado por
Aguilar-Hernandez et al. (2013) quienes evaluando sistemas
de inmersion temporal obtuvieron mayor longitud de
plantulas de Gmelna arborea Roxb después de 30 dias de
cultivo con una frecuencia de inmersion de 24 h y un tiempo

de inmersion de 1 min. Asi mismo, encontraron que el
tratamiento en cultivo semisolido fue que presentd los
valores mas bajos para esta variable. De igual forma,
Castanos-Flores et al. (2017) observaron que utilizando un
BIT® en semillas de Vanilla planifolia Jacks, obtuvo una
altura de 4.10 cm y de 2.10 cm en plantulas cultivadas con
medio semisélido a los 30 dias de cultivo.

Cuadro 3. Efecto de la frecuencia de inmersion (F.I) y tiempo de inmersion (T.I) sobre el tamaiio de brotes (T.B), ntim. raices,

tamafio de raices (T.R), nim. hojas, peso fresco, peso seco y humedad en las plantulas de G. skinneri.

. T.B Raices Hojas Peso Fresco Peso seco Humedad
F.I (h) T.I (min) (o) () T.R (mm) () ) i) (%)
24 7 0.56a 0.40a 0.47a 0.77a 0.15a 0.01a 92.12a
24 14 0.42a 0.52a 0.49a 0.66a 0.12a 0.01a 93.23a
24 21 0.57a 0.43a 0.23a 0.77a 0.14a 0.01a 91.39a
12 7 0.60a 0.97a 0.39a 0.78a 0.16a 0.01a 89.81a
12 14 0.72a 0.47a 0.32a 0.80a 0.13a 0.01a 91.38a
12 21 0.45a 1.14a 0.37a 0.79a 0.15a 0.01a 92.58a
8 7 0.43a 0.28a 0.23a 0.35a 0.10a 0.01a 90.13a
8 14 0.54a 0.80a 0.34a 0.65a 0.12a 0.02a 85.58a
8 21 0.47a 0.79a 0.35a 0.53a 0.10a 0.01a 89.88a
Semisolido Semisolido 0.21a 1.29a 0.31a 0.29a 0.17a 0.02a 86.29a

Este resultado posiblemente se debe a que en los sistemas
BIT®, las plantulas se encuentran en contacto intermitente
con el medio de cultivo reduciendo el nivel de toxinas
presentes, ya que se mantienen limpias de sus propios
exudados, lo cuales pueden perjudicar su crecimiento, al
igual de que existe una renovacion constante de atmosfera y
una alta tasa de aireacidon dentro de los sistemas, lo que
provoca que no exista acumulacion de gases toxicos como el
etileno (Etienne y Berthouly, 2002). Uno de los efectos
negativos del etileno in vitro es la estimulacion de la
generacion de fenoles que al oxidarse causan oscurecimiento
de los tejidos (Biddington, 1992).

Por otro lado, aunque no hubo diferencias estadisticas entre
los tratamientos evaluados con sistemas BIT®, la diferencia
existié6 cuando se compard con el medio semiso6lido. Este
resultado es congruente con los reportes de muchos estudios.
Aguilar-Herndndez et al. (2013) obtuvieron mayor
coeficiente de multiplicacion de Gmelina arborea Roxb a los
30 dias de cultivo utilizando un SIT (5.0) en comparacién a
las cultivadas en un medio semisélido (2.35). Igualmente,
Vilchez y Albany (2014) obtuvieron mayor formacién de
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brotes de Psidium guajava L. en BIT® (2.17) que en un
cultivo semisolido (1.78). Del mismo modo, Castafios-Flores
et al. (2017) observaron que a los 30 dias de cultivo se form6
mayor nimero de brotes en un BIT® (2.23) respecto a un
cultivo semisoélido (2.04).

Este comportamiento puede deberse a la aireacion constante
que existe dentro de los sistemas BIT®, lo cual produce una
disminucion y ruptura de la dominancia apical debido a que
la produccion de auxinas en el meristemo apical se ve
interrumpida, con lo cual las yemas axilares de las plantulas
empiezan a desarrollarse, logrando que se vea favorecida una
mayor formacién de brotes y aumente el coeficiente de
multiplicacion (De Feria et al., 2003), de igual manera puede
deberse a que la auxina es fotosensible, con lo cual, en el
periodo de luz, exista una fotodegradacion de la auxina,
disminuyendo la concentracion de la auxina (Erst et al,
2018). Lorenzo et al. (1998) mencionan que cuando las
plantulas tienen mayor area de contacto con el medio, existe
mayor disponibilidad de nutrimientos, lo que provoca un
aumento en la multiplicacién de brotes y rapido crecimiento
de las plantas (Levin et al., 1996).
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Que el medio semisdlido haya sido menos eficiente quizas se
deba a que a este se le agrega un agente gelificante, haciendo
que el explante se mantenga estatico sobre el medio donde se
lleva a cabo la absorcion de nutrimientos (George et al.,
2008; Lorenzo et al., 1998). Ademas de que las plantulas se
encuentran en recipientes de cultivo cerrados, esto provoca
como consecuencia también, una disminuciéon en la
turbulencia del aire, lo que conlleva a un aumento en las
capas limitrofes de las hojas y limita la entrada de CO:
(Pospisilova et al., 1999) no obstante, en el cultivo in vitro
las plantas no son totalmente dependientes de COz si no que
utilizan el carbono en forma de sacarosa en el medio de
cultivo (Dahal y Vanlerberghe, 2018)

Los diferentes parametros dentro de los SIT pueden tener
efectos especificos sobre el desarrollo del material vegetal, la
frecuencia y tiempo de inmersion son parametros decisivos
para que exista un efecto positivo en la proliferacion de
brotes, de igual forma mejora la calidad del material vegetal
(Etienne y Berthouly, 2002). Debido a esto, es posible que no
se encuentren diferencias estadisticas en variables de
respuesta como el tamafio y nimero de raices, peso fresco,
peso seco y contenido de humedad.

3.2. Grosor de la cuticula

Para el grosor de la cuticula a los 21 dias de la siembra el
analisis arrojoé diferencias estadisticas en todos los
tratamientos (P<0.05). En el Cuadro 4 se observa que las
plantulas de G. skinneri, obtenidas del tratamiento con una
frecuencia de inmersion de 8 h y un tiempo de inmersion de
14 min, el didmetro del grosor de la cuticula fue mayor (21.33
pum). Para esta variable, el tratamiento en medio semisélido
de igual forma fue el que presentd el grosor mas bajo de la
cuticula comparado con todos los tratamientos (9.09 um).

Cuadro 4. Efecto de la frecuencia y tiempo de inmersion sobre

el grosor de la cuticula en las plantulas de G. skinneri.
Frecuencia de Tiempo de

Cuticula

e ANTOND inmersion (h)  inmersién (min) (pm)

1 24 7 16.128d
2 24 14 13.818e

3 24 21 17.641c

4 12 7 17.105¢d
5 12 14 10.495f
6 12 21 20.124b
7 8 7 14.683¢
8 8 14 21.331a
9 8 21 14.552¢
10 Semisoélido Semisoélido 9.091g

El mayor grosor de la cuticula se present6 en el tratamiento
fue el de 8 h y 14 min de tiempo de inmersion temporal, este
resultado puede deberse a una mayor actividad fotosintetica
en las plantulas de G. skinneri en los BIT®. La biosintesis de
cuticula se lleva a cabo en tres etapas: sintesis de novo de
acidos grasos, elongacion de los acidos grasos y transporte
de monomeros hacia el exterior de la pared celular (Tafolla-
Arellano et al., 2013). Siendo la sintesis de novo de acidos
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grasos uno de los aspectos que pueden inducir a un mayor
grosor de cuticula, ya que la sintesis de los 4cidos grasos que
confirman la cutina se lleva a cabo en los cloroplastos (Byers
y Gong, 2007). Las plantas ex vitro con cuticulas gruesas
tienen mayor posibilidad de adaptacion ya que regulan la
transpiracion (Lakshanthi y Seran, 2019). Asi mismo, Roels
et al. (2006) y Vilchez y Albany. (2014) mencionan que la
renovacion del ambiente del recipiente que contiene el medio
de cultivo, elimina compuestos volatiles como el etileno,
promoviendo la recirculacion de CO: necesaria para la
fotosintesis, mejorando el metabolismo del carbono del
carbono en las hojas. Ademas, Muiiiz (2018) menciona que
las condiciones de renovacion periddica de la atmoésfera
interna del recipiente de cultivo logran en las plantas
cultivadas una mejor relacion fotosintética. Georgiev et al.
(2014) reportan que los altos niveles de CO:2 pueden tener
efectos positivos en la actividad fotosintética. Del mismo
modo Roels et al. (2006) obtuvieron actividad fotosintética
en las plantulas de (Musa AAB) cultivadas en BIT® que en
un cultivo en medio semisolido que no tienen actividad
fotosintética, debido a la renovacion del oxigeno del BIT®
produciendo que las plantulas realicen dicha actividad
fotosintética.

4. Conclusion

El uso del sistema BIT® en la micropropagacién de plantulas
de G. skinneri mejord su desarrollo en altura, nimero de
brotes nuevos y mayor grosor de cuticula en comparacién
con el medio convencional semisoélido, sin embargo, no se
apreciaron diferencias marcadas entre los tiempos y
frecuencias de inmersion, excepto para la variable grosor de
cuticula, donde el tratamiento de inmersion cada 8 horas
durante 14 minutos tuvo valores significativamente mayores.
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Detoxificacion de la torta residual de Jatropha curcas

L. mediante hongos endofitos
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Ovando-Medina, Sonia Ruiz-Gonzalez*

Instituto de Biociencias, Universidad Auténoma de Chiapas. Tapachula, Chiapas, México.

Resumen

En este trabajo se disefid un proceso de fermentacion en estado solido para la detoxificacion de la torta
residual de la planta Jatropha curcas utilizando hongos endofitos. Para esto, harinas (desgrasadas con
hexano) con testa y sin testa se mezclaron (40 g) con 1x10° esporas de hongo, al 50% de humedad, y se
incubaron durante 10 dias a 28 °C y 80% de humedad relativa, en un ambiente oscuro. Se siguié un
disefio factorial completo 2* (presencia/ausencia de 4 hongos=16 tratamientos) para cada tipo de pasta
residual. Para evaluar la capacidad detoxificante, se hicieron extractos hexanicos y metanoélicos de los
fermentados, y se realizaron pruebas de letalidad sobre Artemia salina calculando las CLsy mediante
analisis de regresion. Los fermentados que contuvieron la testa de la semilla mostraron mayor toxicidad
(CL50=36.1+2.9 ug mL"") que aquellos preparados con harina de la almendra sin testa (CLsy=126.6+6.9
pg mL7). Los extractos hexanicos del tratamiento 1 sin testa (control, T1) presentaron alta toxicidad
(CL56=9.2+0.6 ug mL") comparados los del tratamiento 11 sin testa (T11: Penicillium sp. CDCU-3 y
Nigrospora sp. CHIC-1) que present6 un fenémeno de detoxificacion con CLsg de 803.7+50.0 ug mL™!,
es decir, 87 veces menos toxico que el T1. Ademas, el T11 presenté mas contenido de proteina soluble
que el resto de los fermentados (F=8.006, P<0.001).

Detoxification of Jatropha curcas L. seed cake using

endophytic fungi

Abstract

In this work, a solid-state fermentation process was designed for the detoxification of the residual cake
of the Jatropha curcas plant using endophytic fungi. For this, flour (defatted with hexane) with and
without seed coat were mixed (40 g) with 1x10° fungal spores, at 50% humidity, and incubated for 10
days at 28 °C and 80% relative humidity, in a dark environment. A complete 2% factorial design
(presence / absence of 4 fungi=16 treatments) was followed for each type of residual paste. To evaluate
the detoxifying capacity, hexane and methanolic extracts were made from the ferments, and lethality
tests were performed on Artemia salina calculating the LCsy by means of regression analysis. Those
ferments that contained the seed coat showed higher toxicity (LCsp=36.1+2.9 ug mL™") than those
prepared with almond flour without seed coat (LCsp=126.6+6.9 pg mL'). Hexane extracts from
treatment 1 without seed coat (control, T1) presented high toxicity (LCsp=9.2+0.6 pg mL") compared
to treatment 11 without seed coat (T11: Penicillium sp. CDCU-3 and Nigrospora sp. CHIC-1) which
presented a detoxification phenomenon with LCsg of 803.7+50.0 ug mL!, that is, 87 times less toxic
than T1. Furthermore, T11 had more soluble protein content than the rest of the treatments (F=8.0006,
P<0.001).
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1. Introducciéon

La planta Jatropha curcas, que pertenece a la familia
Euphorbiaceae se ha caracterizado por ser un nuevo cultivo
industrial (Kalam et al., 2012; Lim-Meng-Hon, 2010;
Pandey et al., 2012), donde sus semillas son utilizadas como
fuente principal de aceites para la produccion de
biocombustibles (Behera et al., 2010; Dharma et al., 2016).
Sin embargo, la naciente industria agroenergética genera
una serie de co-productos con bajo valor comercial (Becker
y Makkar, 2008; Makkar y Becker, 2009), que incluso
pueden convertirse en un problema ambiental. Los dos co-
productos mas abundantes son la torta residual de la semilla
(Rodriguez-Calle et al., 2016) y el glicerol derivado de la
transesterificacion del aceite (Diaz, 2013), de tal manera
que el incremento en la utilizacion de los derivados, en
especial de la torta residual, puede aumentar el valor de la
cadena de produccion (Becker y Makkar, 2008; Devappa et
al., 2010b; Ovando-Medina et al., 2009).

Ademads de su importancia como agroenergético, J. curcas
tiene caracteristicas nutrimentales que le confieren potencial
para la alimentacién de animales, por lo que es cultivada en
diversos paises y ha sido objeto de numerosos estudios para
el aprovechamiento de su proteina y aceite (Bueso et al.,
2016; Martinez-Herrera, 2008; Valdés-Rodriguez et al.,
2013).

La torta residual de las semillas de J. curcas se destaca por
su alto contenido de proteina (23-28%) y de lipidos
residuales (2-5%); (Castillo et al., 1991; Martinez et al.,
2010; Martinez-Herrera et al. 2006; Rodriguez-Calle et al.,
2016). Sin embargo, su uso para tal fin se ve limitado por la
presencia de compuestos toxicos (ésteres de forbol) y
antinutrientes (lectinas, curcinas, saponinas) (Devappa et
al., 2012; Harry-Asobara y Samson, 2014; Makkar et al.,
2008; Osorio, 2016; Pecina-Quintero et al., 2014; Rakshit et
al., 2008).

El consumo de la torta residual sin detoxificar causa dafios
en animales (Berenchtein et al., 2014). Makkar y Becker
(2009) publicaron que en ovinos y caprinos alimentados
durante 14 dias manifestaron sintomas de intoxicacion con
dosis tan bajas como 0.025 g kg'!, mientras que con dosis
altas (0.25 g kg) el deceso ocurre en menos de 19 h
después de su consumo. Entre los dafios que ocasiona la
ingesta de la torta sin detoxificar se encuentran la
promocion tumoral, proliferacion celular, dificultad
respiratoria, postracion y muerte (Devappa et al., 2010a;
Jiménez et al., 2015; Martinez-Herrera et al., 2000).

Como alternativa se ha propuesto la detoxificacion de la
torta residual (Lopez et al., 2012; Molina, 2016; Zhang et
al.,, 2016), obteniéndose resultados parcialmente exitosos
con métodos fisicos y quimicos. Asimismo, se han
desarrollado procesos de detoxificacion biologica, como los
estudios de Joshi et al. (2011), que utilizando cepas de
Pseudomonas, lograron disminuir la concentracion de
¢ésteres de forbol. En el mismo sentido, Phengnuam y
Suntornsuk  (2013) observaron la degradacion de
compuestos toxicos y antinutricionales en la torta de
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semillas con aplicacion de Bacillus licheniformis en
fermentacion sumergida.

También se ha evaluado el uso de cepas de hongos del
grupo de los deuteromicetos aislados del suelo o de otras
plantas para la detoxificacién de la fraccidn rica en ésteres
de forbol y los antinutrientes en medio liquido (Najjar et al.,
2014), logrando la detoxificacion hasta en un 50%. Incluso,
se evalud el crecimiento del hongo comestible Pleurotus
ostreatus sobre la torta residual de J. curcas, encontrando
que puede degradar los factores antinutricionales con
reducciones de 95% del 4cido fitico y 85% de taninos (Da
Luz et al., 2013).

Por otra parte, hongos endoéfitos aislados de distintas partes
de J. curcas, por ejemplo de la hoja (Kumar y Kaushik,
2013), del tallo (Li et al., 2005) y de la semillas (Hedge et
al., 2009; Jayaraman et al., 2011; Tiwari et al., 2012) han
demostrado tener actividades bioldgicas potencialmente
utiles. Los hongos endofitos pueden aumentar el
crecimiento, acelerar el desarrollo o mejorar la resistencia a
estrés ambiental de la planta hospedadora. Ademas, pueden
reducir la incidencia y proteger de infecciones causadas por
microorganismos patdgenos (Arnold, 2007; Rodriguez-
Calle et al., 2016). Estos hongos por ser simbiontes podrian
ser capaces de metabolizar las moléculas toxicas de la
planta.

A la fecha no se han reportado estudios sobre detoxificacion
de la torta residual con hongos de la misma planta, por lo
cual, el objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad
de hongos enddfitos de J. curcas para detoxificar la torta
residual del proceso de extraccion de aceite de las semillas
de dicha planta.

2. Materiales y métodos

2.1. Materia prima

Se obtuvieron frutos de Jatropha curcas de la accesion
MAP-08 del Banco de Germoplasma del Instituto de
Biociencias (BG-IBC) de la Universidad Auténoma de
Chiapas. El BG-IBC esta ubicado en Tapachula Chiapas, en
el sur de México (14.4976° N, 92.4774° O, 58 msnm;
temperatura promedio anual de 30.7 °C, humedad relativa
media anual de 80%, precipitacion media anual de 2,600
mm). A partir de los frutos se obtuvieron 10 kg de semillas
secas, que fueron divididas en dos porciones: 6 kg sin testa
(quedando solamente la almendra sin la envoltura de la
semilla) y 4 kg completas (sin remocién de la testa).

2.1.1. Obtencion y desgrasado de la torta residual de J.
curcas

Las semillas con y sin testa fueron trituradas utilizando un
procesador de alimentos hasta obtener las harinas
correspondientes.  Posteriormente se  hicieron tres
extracciones secuenciales solido-liquido, usando hexano en
proporcién  1:4, descartando la fase hexdnica por
decantacion. La torta residual se expuso al aire durante 8 h
para eliminacion del solvente.
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2.2. Material bioldgico

Se utilizaron cuatro hongos enddfitos (Nigrospora sp. cepa
CHIC-1, Trichoderma sp. cepa MAP-7, Penicillium sp.
cepa ARR-15, Penicillium sp. cepa CDCU-3; Figura 1), que
fueron aislados de tallos de cuatro accesiones de J. curcas
del BG-IBC que producen semillas toxicas. Las colonias se
reactivaron inoculando fracciones de micelio en medio de
cultivo ADP (agar-dextrosa-papa) en placa de Petri,
permitiendo el crecimiento durante 7 d a 28 °C.
Posteriormente, se indujo la esporulacion en botellas de

Roux con medio ADP, sembrando un fragmento de 0.5 mm?
de medio con micelio y esporas en 1 mL de solucion Ringer
con cinco perlas de ebullicion. Se incubaron durante 15 d a
28 °C, después de este tiempo, se lavaron las esporas con
50 mL de solucion Ringer. A partir de las suspensiones se
tomaron alicuotas representativas, se cuantificaron las
esporas en camara de Neubauer y se estimé la
concentracion total. Las suspensiones de esporas se
guardaron en frascos de vidrio en refrigeracion hasta su uso.

Figura 1. Cepas de hongos utilizadas para la fermentacion en estado solido de la torta residual de Jatropha curcas. A) Penicillium sp.
cepa ARR-15, B) Penicillium sp. cepa CDCU-3, C) Trichoderma sp. cepa MAP-7 y D) Nigrospora sp. cepa CHIC-1.

2.3. Fermentacion en estado solido de la torta residual de J.
curcas

Se prepararon pasteles con la torta residual (40 g)
mezcladas con 1x10° esporas de hongo en agua estéril,
suficiente para alcanzar 50% de humedad (p/p), colocadas
en bolsas de polipapel, selladas y moldeadas (10 x 10 cm
por lado y 1 cm de grosor). Los pasteles fueron incubados
en oscuridad durante 10 d a 28 °C, y 80% H.R. Se verifico

el crecimiento fungico al inicio y al final, y se guardaron los
fermentados en refrigeracion hasta su evaluacion.

Para determinar el efecto de los cuatro hongos endofitos se
utiliz6 un disefio factorial completo 2% (dos niveles:
presencia o ausencia del hongo; cuatro factores: cuatro
hongos), dando un total de 2*=16 tratamientos (Cuadro 1).
Se tuvieron cuatro repeticiones, consistentes en un pastel.

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para la fermentacion solida de la torta residual de Jatropha

curcas (factorial completo 2*%).

Cepa de hongo endéfito
Tratamientos  Penicillium sp. Penicillium sp. Trichoderma sp.  Nigrospora sp.
ARR-15 CDCU-3 MAP-7 CHIC-1
1 - - - -
2 + = - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 = + + -
8 + + + -
9 = = = +
10 ar = - 4L
11 - + - +
12 =F + - o
13 - - e +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Presencia (+), ausencia (-).
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2.4. Evaluacion de la capacidad detoxificante de los hongos
2.4.1. Obtencion de extractos de los fermentados

Se realizaron dos tipos de extractos, hexanico y metandlico,
de cada repeticion de los fermentados, tomando 0.5 g de
muestra que fueron macerados en 4.5 mL de solvente en un
mortero. La suspension obtenida se transfirié a un tubo de
ensayo de 13 x 100 mm con tapa de rosca y se refriger6 (4
°C) por 48 h. Enseguida se extrajo con una pipeta el
sobrenadante, que fue centrifugado a 2320 g por 5 min. El
nuevo sobrenadante se transfiri6 a microtubos de 2 mL
previamente puestos a peso constante. Los tubos se
colocaron en un horno a 50 °C durante 24 h para evaporar el
solvente y obtener el extracto seco, el cual se pesd en
balanza analitica y, por diferencia, se determind el
rendimiento. Los extractos secos se re-disolvieron en 100
pL de dimetil-sulfoxido y se hicieron diluciones con agua
de mar a concentraciones conocidas.

2.4.2. Obtencion de nauplios de Artemia salina

Para la prueba de letalidad se usaron nauplios del
microcrustaceo 4. salina. Para esto, se eclosionaron 0.5 g de
quistes de A. salina procedentes del Great Salt Lake (Utah,
E.U.A)). El procedimiento consisti6 en el lavado e
hidratacién de los quistes con agua corriente durante 30 min
para posterior decapsulacion en una mezcla de 32 mL de
NaClO (6% de cloro libre), 3 mL de NaOH (35%) y 120
mL de agua de mar hasta la obtenciéon de un color naranja.
Los quistes decapsulados fueron lavados con agua corriente
e incubados durante 24 h en un litro de agua de mar en un
eclosionador cilindrico, con iluminacién (7.9 pE m? s™), 28
°C y aireacion (1 vvm). Se tomaron muestras a las 24 h y 48
h para verificar la obtenciéon de nauplios, bajo el
estereoscopio.

2.4.3. Determinacion de la concentracion letal media (CLso)
Se utilizaron placas de 24 pozos con capacidad de 3 mL por
pozo para evaluar el efecto de distintas concentraciones de
extracto hexanico o metanélico (0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg
mL!) en la sobrevivencia de nauplios de primer estadio. En
cada pozo individual se colocaron 50 pL de extracto a la
concentracion deseada, 400 puL de agua de mar y 50 pL de
la suspension de eclosion con 10 nauplios vivos de primer
estadio. Como control se tuvieron pozos a los que se
agregaron 50 puL de una mezcla de agua de mar con dimetil-
sulfoxido en lugar del extracto. Después de 24 h de
incubacién bajo iluminacién (7.9 uE m? s') a 28 °C, se
conto6 bajo el estereoscopio el numero de nauplios muertos
(inmovilidad por al menos 10 s) y sobrevivientes. Se
calcularon las CLso, por tratamiento y por tipo de extracto.

2.5.  Caracterizacion
detoxificados

Se realizé la caracterizacion quimica de los fermentados
correspondientes a los tratamientos T1 sin testa (sin hongo),
T1 con testa (sin hongo), T11 sin testa (Penicillium sp. cepa
CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1) y T13 con testa
(Trichoderma sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1).

quimica de los fermentados
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2.5.1. Determinacion de humedad

Se determind el contenido por gravimetria usando el secado
en horno. Para esto, se calculd el peso constante de los
crisoles y se les agregd 1+0.05 g de muestra. Después se
colocaron los crisoles en el horno a 105 °C durante 24 h,
transcurrido ese tiempo, se enfriaron en el desecador y se
tomo el peso del crisol con la muestra seca (NOM-116-
SSA1-1994).

2.5.2. Cenizas

Se determind el contenido de cenizas por calcinacién en
mufla, para lo cual se utilizaron las muestras secas
provenientes del andlisis de humedad. Se calcinaron las
muestras a 550 °C, durante 4 h, se enfriaron en desecador y
se pesaron (NMX-F-066-S-1978).

2.5.3. Contenido de saponinas

Se utiliz6 la metodologia descrita por Makkar et al. (2007)
para la extraccion de saponinas de las muestras (1 g),
mezclando 10 mL de metanol al 80% con 1 g de muestra y
llevadas a un agitador orbital HZ-300 Luzeren, durante 20
min y a centrifugacion a 1340 g durante 10 min en el equipo
Eppendorf Centrifuge 5403. Una vez centrifugado, se
tomaron 20 pL del sobrenadante que fueron mezclados con
230 pL de metanol, 250 pL de vainillina (1.6 g de vainillina
diluido en 20 mL de metanol) y 2.5 mL de acido sulfurico
(72%). Se midié la absorbancia a 544 nm con el
espectrofotometro Genesys 20 y se estimo la concentracion
a partir de una curva de calibraciéon usando diosgenina
(Sigma, EUA) a concentraciones de 0 a 250 pg mL. Los
resultados fueron expresados en porcentaje de diosgenina.
2.5.4. Proteina total

Se determind el contenido de proteina total de los
fermentados utilizando el método de Kjeldahl para
nitrégeno. Inicialmente se pes6 0.5 g de muestra, se colocod
la muestra en un tubo donde se afiadioé 2 g de catalizador y 8§
mL de 4cido sulfurico concentrado para digestion a 420 °C
durante 60 min. Posteriormente se afladi6 80 mL de agua
destilada y 50 mL de NaOH al 40%. A continuacion se
destil6 la muestra recibiendo el destilado en 25 mL de acido
boérico al 4% hasta que viré a color verde. Finalmente, se
titularon las muestras con una soluciéon de HCI valorada
hasta viraje a color violeta claro (NOM-F-068-S-1980). Con
los resultados se calcul6 el porcentaje de nitrogeno total y
para obtener el contenido de proteina se multiplicd por el
factor 6.25.

2.5.5. Proteina soluble

Se determind el contenido de proteina soluble en los
fermentados por el método de Bradford (1976). Para ello, se
macer6d 1 g de fermentado en 9 mL de buffer de fosfatos
(pH 7.0), se filtré la suspension y se tomaron 20 pL del
filtrado. Se afiadieron 780 pL de agua destilada y 200 pL de
reactivo de Bradford y se midio la absorbancia a 595 nm. Se
estimd el contenido de proteina en porcentaje a partir de una
curva patrén de albtimina (0-20 ug mL!).

2.5.6. Carbohidratos totales

Para determinar el contenido de carbohidratos totales se
siguié el método de Dubois et al., (1956), para ello, se
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maceraron 50 mg de fermentado en 50 mL de agua
destilada, de esta mezcla se transfirié 1 mL de la suspension
a un tubo de ensayo de 13 x 100 mm y se adicionaron 0.6
mL de una solucion acuosa de fenol al 5%. Se mezclo y se
afladieron 3.6 mL de &cido sulfurico concentrado. Dicha
mezcla se dejé 30 min a temperatura ambiente y se midio6 la
absorbancia a 480 nm. Se estim6 el contenido de
carbohidratos, en porcentaje, a partir de una curva patrén de
glucosa preparada en el intervalo 0-50 pg mL™.

2.5.7. Lectinas y curcinas

La determinacion del contenido de lectinas y curcinas se
realizé mediante el ensayo de hemaglutinacién reportado
por Makkar et al. (1997). Antes de realizar la extraccion la
muestra se desgras6é en frio con solucion de cloroformo:
metanol (2:1) de la siguiente manera: se agregaron 4 mL de
solucion por gramo de muestra, se agité durante 30 min y se
filtrd, esta operacion se repitid 3 veces, una vez que se
concluyeron los lavados, la muestra se dejo secar a
temperatura ambiente para su posterior utilizacion. Para
obtencion del extracto se macerd 1 g de muestra desgrasada
en 5 mL de buffer Tris-HCl (50 mM, pH 8.0), se agit6
durante 12 h a 28 °C en un agitador orbital HZ-3000
Luzeren, seguido de un filtrado. Se transfirieron 100 pL de
extracto a un pozo de una placa de microtitulacién y se
hicieron diluciones seriadas 1: 2 con buffer fosfato salino
(PBS 1X, pH 7.0), para lo cual a 50 pL de buffer se le
agregaban 50 pL de la dilucién previa. Las concentraciones
de los pozos variaron desde 66.6 hasta 0.0020 mg mL.
Posteriormente, se agregd a cada pozo 50 pL de una
solucion de eritrocitos en PBS al 0.05%. Se incubaron las
placas durante 2 h a 37 °C y se observo bajo el microscopio
para determinar si habia o no aglutinacioén de eritrocitos. El
contenido de lectina se determino indirectamente al medir la
actividad hemaglutinante expresada como la cantidad
minima del material del estudio (en mg mL™"' del medio de
ensayo) que produce aglutinacién. Para conocer el
contenido de curcina se utiliz6 la siguiente férmula: Curcina
(mg mL1)=2"/mg de proteina soluble en la muestra; donde
n: es el nimero del pozo en el cual no se presenta la
aglutinacion.

2.6. Analisis estadistico

Para determinar las CLso de cada uno de los tratamientos se
hicieron anélisis de regresiéon donde se utiliz6 un software
BioStat© v. 2009. Los datos de composicion de los
fermentados se procesaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y donde hubo diferencias significativas se
compararon las medias de los tratamientos (Tukey a=0.05).

3. Resultados y Discusion

3.1. Toxicidad de los extractos de los fermentados

Se encontr6 que los extractos de fermentados que
contuvieron la testa de la semilla son mas toxicos
(CL50=36.1+2.9 ug mL"') que los preparados con harina de
la almendra sin testa (CLs50=126.6+£6.9 ng mL'). En la
Figura 2 se muestran las medias globales de las CLs0 de los

tratamientos fermentados con o sin testa, de acuerdo al tipo
de extracto, donde se observa que los extractos hexanicos
presentan ligeramente mayor toxicidad que los metanoélicos
(CLso 1.2 veces menor en el caso de los fermentados sin
testa y CLso 1.7 veces menor en el caso de los fermentados
con testa).
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Figura 2. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos y
metanolicos de fermentados con (CT) y sin testa (ST).

El andlisis por tipo de solvente y de materia prima mostro
que los extractos hexanicos de fermentados sin testa
difirieron en toxicidad de acuerdo a los inoculos utilizados
en la fermentacion. En la Figura 3 se observa que el extracto
del T1 (sin indculo fungico) tiene muy alta toxicidad
(CL50=9.2+0.6 pg mL™), la cual se mantuvo en la mayoria
de los tratamientos, sin embargo, en cuatro de ellos (T7, T8,
T9 y TI1) se presentd un fendmeno de detoxificacion,
siendo T11 (Penicillium sp. cepa CDCU-3 y Nigrospora sp.
cepa CHIC-1), con valor de CLso de 803.7+50.0 pg mL, el
que presenté menor toxicidad (87 veces menos que el T1).
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Figura 3. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos de
fermentados sin testa.

Los extractos metanolicos de fermentados sin testa también
difirieron en toxicidad de acuerdo a los inoculos utilizados
en la fermentacion. En la Figura 4 se observa que el extracto
del TI1 (sin indéculo fungico) tiene alta toxicidad
(CL50=6.4£1.9 pg mL"') en comparacion con los
tratamientos fermentados. El T11 (Penicillium sp. cepa
CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1) y el TIS
(Penicillium sp. cepa CDCU-3, Trichoderma sp. cepa MAP-
7 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1), con valores de CLso de
231.3+10.7 pg mL! y de 232.0+10.8 pg mL7,
respectivamente, presentaron menor toxicidad (36 veces
menos que el T1).
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Figura 4. Toxicidad (CLsp) de los extractos metandlicos de
fermentados sin testa.
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Respecto a los extractos hexanicos de fermentados con
testa, se observd que la mayoria de los tratamientos
fungicos fueron tan téxicos como el Tl (sin inoculo
fingico), el cual tuvo una CLso de 9.3+0.6 pg mL™" (Figura
5), sin embargo, el T13 (Trichoderma sp. cepa MAP-7 y
Nigrospora sp. cepa CHIC-1) presentd un fendémeno de
detoxificacion, con valor de CLso de 155.0+12.8 pg mL™!
(16 veces menos que el T1).
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Figura 5. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos de
fermentados con testa.

Por su parte, los extractos metanélicos de fermentados con
testa presentaron CLso bajas (alta toxicidad), excepto los del
T13 (Trichoderma sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1), donde se encontré un valor de CLso de
319.4423.2 pg mL' (Figura 6). Esto representa una
toxicidad 53 veces menor que la del T1.
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Figura 6. Toxicidad (CLsp) de los extractos metandlicos de
fermentados con testa.

La toxicidad de los fermentados puede deberse a los ésteres
de forbol presentes en las semillas de J. curcas, ya
contienen entre 0.60 y 3.56 mg g (Jiménez-Ocampo et al.,

2015) y a otros compuestos toxicos presentes en J. curcas,
como las jatrofolonas A y B, curculatiranos A y B, y las
curcusonas A-D (Ahirrao et al., 2008; Baraguey et al., 1998;
Boateng y Kusi, 2008; Correa y Penna, 1974; Igbinosa et
al., 2009; Jaikumar et al., 2010; Ravindranath et al., 2004;
Yan et al., 2008).

Por otra parte, fue evidente que los fermentados preparados
con harina de la almendra sin testa se detoxificaron en
comparacién con los fermentados que incluyeron la testa de
la semilla. Esto es contrario a lo que se conoce de la
ubicacion de los compuestos toxicos en la semilla de J.
curcas, ya que la almendra es varias veces mas toxica que la
testa (Abou-Arab y Abou-Salem, 2010). Esta tltima es un
material lefioso fabricado a base de celulosa y lignina que
requiere de hidrdlisis para su degradacion y metabolizacion
por parte de los hongos. Es probable que en los tratamientos
sin testa los inoculos flingicos cubrieran toda la torta
residual detoxificandola, mientras que en los tratamientos
con testa los hongos fermentaron la materia prima con
mayor lentitud al tener que degradar la materia lignificada
resultando insuficiente el periodo experimental para la
degradacién. A lo anterior se afiade el hecho de que los
tratamientos con testa eran heterogéneos (mezcla de la torta
de la almendra con fragmentos de testa), lo cual pudo
provocar que los indculos fingicos no cubrieran totalmente
la torta a fermentar.

No obstante, hubo algunos tratamientos con testa que fueron
detoxificados, en particular el tratamiento 13 (7richoderma
sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1), el cual
tuvo altos valores de CLso tanto en los extractos hexanicos
(Figura 5), como en los metandlicos (Figura 6). Los
fermentados de este tratamiento arrojaron bajo contenido de
saponinas (0.67 g 100 g"), comparado con los valores
reportados para la semilla de J. curcas (1.51 g 100 g?)
reportados por Abou-Arab y Abou-Salem (2010); sin
embargo, se detectaron lectinas y curcinas en este
tratamiento (Cuadro 2).

Los tratamientos que indujeron detoxificacion fueron
fermentados con el hongo Nigrospora sp. cepa CHIC-1
(tratamientos 9, 11 y 13), por lo que es posible que dicha
cepa sea la responsable del proceso de degradacion de las
sustancias toxicas (probablemente los ésteres de forbol). La
evidencia sefiala que su accién detoxificante se potencia
cuando el hongo estd combinado con otras cepas (Belewu y
Sam, 2010), probablemente porque la degradacion de las
moléculas toxicas se haga en varias etapas usando las
maquinarias metabolicas de varios microorganismos.

3.2.  Caracterizacion
detoxificados

Se encontr6 que la fermentacion en estado sélido influyd
significativamente (F=10.957, P<0.001) en el contenido de
humedad, siendo el tratamiento 11 sin testa el que presentd
mayor humedad (57.04%). En el contenido de cenizas se
encontraron diferencias significativas en los tratamientos
(F=9.889, P<0.001), resultando que los tratamientos sin

quimica de los fermentados

IBAENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

12



Flores-Chilel et al., 2020

testa tienen mayor contenido de cenizas que los tratamientos
con testa, independientemente del indculo para la
fermentacion (Cuadro 2).

Con respecto a la proteina soluble el tratamiento 11 sin testa
fue estadisticamente superior al resto de los tratamientos
(F=8.006, P<0.001), con valor de 40.71 mg 100 g'. Sin
embargo, en el contenido de proteina total no se encontraron
diferencias entre los tratamientos (F=0.242, P=0.865).

Con relacion al contenido de carbohidratos totales, el
tratamiento 11 sin testa fue estadisticamente superior al

Cuadro 2. Caracterizacion de los tratamientos fermentados con

3(1): 7-16

resto de los tratamientos (F=11.328, P<0.001) con valor de
4.99%.

Para el contenido de saponinas se encontr6 que el
tratamiento sin inéculo fungico (11 sin testa) tuvo valores
mayores (2.29 g 100 g') a los fermentados detoxificados
(F=46.367, P<0.0001). Con respecto a las lectinas y
curcinas, los tratamientos con testa presentaron dichos
compuestos toxicos, mientras que en los tratamientos sin
testa no se detectaron (Cuadro 2).

sin testa de pasta residual de J. curcas.

Humedad Cenizas Proteina soluble

Proteina

Carbohidratos  Saponina Lectina Curcina

Ll T (%) (%) (mg 100 g total (%) totales (%) (%) (mgmL") (mgmL")
TIST 5247B* 9.27A 32.50 B 3275 A 2.07B 2.29A ND ND
TICT 4956B  7.77B 35.13 B 36.72 A 3.51 AB 0.65C 333 0.108
T11ST 57.04A 896 A 40.71 A 36.66 A 4.99 A 1.85B ND ND
T13CT 5219B  7.51B 34.17B 3111 A 3.33B 0.67C 333 0.128

TI1ST: Tratamiento 1 sin testa, TICT: Tratamiento 1 con testa, T11ST: Tratamiento 11 sin testa, TI13CT: Tratamiento 13 con testa, ND: No detectado,
*Letras distintas en cada columna indican medias estadisticamente distintas (Tukey a=0.05).

El contenido de humedad de la torta residual de J. curcas
oscila entre 3% y 10% (Rodriguez-Calle et al., 2016).
Montes et al. (2011), encontraron que las pastas de semillas
procedentes de Paraguay y Argentina contienen 6.50+0.10%
y 7.2040.10%, respectivamente. En otro estudio reportaron
valores de 3.8% de humedad en la torta residual
(Rodriguez-Calle et al., 2016). Sin embargo, en los
fermentados obtenidos en el presente estudio se encontraron
valores mas altos (por encima de 50%), lo cual se debe al
50% de humedad que se adiciond a la torta residual para
que se llevara a cabo el proceso de incubacion. El hecho de
que los fermentados del tratamiento 11 sin testa presentaran
mayor humedad (57%) puede deberse a que el micelio de
los hongos crecieron mas que en los otros tratamientos,
formando una red que retuvo la humedad.

Por su parte, el contenido de cenizas en los tratamientos con
testa fue similar a lo reportado por Rodriguez-Calle et al.
(2016), quienes mencionan que la torta residual de J. curcas
contiene 7.02% de cenizas. No obstante, algunos autores
reportan valores ligeramente menores, como Makkar et al.
(1998) y Martinez-Herrera et al. (2006), quienes
encontraron contenidos de ceniza que oscilaron entre 4.4%
y 4.8%. El hecho de que los tratamientos con testa tuvieran
estadisticamente menor cantidad de cenizas se debe a que la
testa estd hecha de un material poroso (paredes celulares
lignificadas de baja densidad) que rinde baja cantidad de
cenizas.

Por otro lado, la proteina soluble de los fermentados
arrojaron valores inferiores a los reportados por Jarma et al.
(2014) para la torta residual de J. curcas (1208 mg 100 g™!).
Sin embargo, el tratamiento 11 sin testa fue superior al resto
de tratamientos, lo cual le confiere potencial para usos
posteriores como alimento animal.

Por su parte, el contenido de proteinas totales en los
tratamientos oscilo entre 31.11%-36.72%, valores inferiores
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a los reportado por Makkar et al. (1998) en la torta residual
de J. curcas (56.4%), pero superior a lo reportado por
Martinez et al. (2010), (23-28%). No obstante, Martinez-
Herrera et al. (2006), reportaron valores en la harina de las
semillas entre 31-34.5%, coincidiendo con los encontrados
en este estudio.

Con respecto al contenido de carbohidratos, el valor mas
alto encontrado en los tratamientos fue de 4.99%, inferior a
estudios realizados por Makkar et al. (1998) y Peralta-
Flores et al. (2012), quienes reportaron valores de 15.1% y
35%, respectivamente. Rodriguez-Calle et al. (2016)
reportaron valores de 51.9% en la pasta residual de J.
curcas.

Con lo que respecta al contenido de saponinas de los
tratamientos fue similar a lo reportado por Abou-Arab y
Abou-Salem (2010), quienes reportaron que la semilla
integral de J. curcas tiene 1.51 g 100 g de saponinas, 2.63
¢ 100 g! en la almendra y 0.65 g 100 g! en la céscara.
Respecto al contenido de lectinas (33.3 mg mL), los
tratamientos fermentados con testa fueron menos toxicos a
lo reportado por Martinez-Herrera et al. (2006) en semillas
sin tratar, quienes encontraron valores de tan solo 1.46 mg
mL .

4. Conclusion

Los fermentados que mantuvieron la testa de la semilla
fueron maés toxicos (CLs0=36.142.9 nug mL') que los
preparados con harina de la almendra sin testa
(CL50=126.6£6.9 pg mL™'). Los extractos hexéanicos del
tratamiento 1 sin testa (control) presentaron alta toxicidad
(CL50=9.2+0.6 pg mL'), que fue mantenida en la mayoria
de los tratamientos. Sin embargo, el tratamiento 11 sin testa
(Penicillium sp. cepa CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1) presentd6 87 veces menos toxicidad que el
tratamiento control sin hongos endoéfitos (CLs50=803.7+50.0
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pug mL1;). Ademads, este tratamiento presentd mas contenido
de proteina soluble que el resto de los fermentados
(F=8.006, P<0.001), lo que representa un potencial en el
desarrollo futuro de alimentos balanceados para animales.
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Resumen

Los jardines botanicos cumplen un rol importante como refugio para la fauna silvestre y representan
areas ideales para la conservacion de la avifauna. El objetivo del presente trabajo fue generar un listado
de aves presentes en el Jardin Botdnico Rey Nezahualcoyotl (JBRN) de la Benemérita Universidad
Autonoma de Aguascalientes, en Aguascalientes, México. Para lograrlo, se realizaron 44 muestreos de
observacion de aves desde febrero de 2015 a septiembre de 2019 y se elabord un inventario de las
especies que habitan en el area. La avifauna del lugar esta representada por 30 familias, 55 géneros y
60 especies. Las familias mejor representadas son Tyrannidae con nueve especies, seguida por
Columbidae, Parulidae y Passerellidae, con cuatro cada una. Entre las aves registradas se encuentra
aguililla aura (Buteo albonotatus) y el halcon peregrino (Falco peregrinus), enlistadas como sujetas a
proteccion especial y el pato mexicano (Anas diazi) como amenazada. El JBRN es un area importante
no soélo por su valor como coleccion cientifica sino por su papel como refugio para varias especies de
aves.

Birds of the Botanical Garden ‘Rey Nezahualcayotl’ of

the Benemérita Universidad Autonoma de

Aguascalientes, Mexico

Abstract

Botanical gardens play an important role as a refuge for wildlife and represent ideal areas for birdlife
conservation. The objective of the present work was to generate a list of birds present in the botanical
garden ‘Rey Nezahualcoyotl’” of the Benemérita Universidad Auténoma de Aguascalientes, in
Aguascalientes City, Mexico. To achieve this, 44 bird observation samplings were carried out from
February 2015 to September 2019 and an inventory of the species that inhabit the area was prepared.
The local birdlife is represented by 30 families, 55 genera and 60 species. The best represented families
are Tyrannidae with nine species, followed by Columbidae, Parulidae and Passerellidae with four each.
Of the registered birds, the Zone-tailed Hawk (Buteo albonotatus) and the Peregrine Falcon (Falco
peregrinus), are listed as subject to special protection, and the Mexican Duck (4nas diazi) as
threatened. The botanical garden ‘Rey Nezahualcoyotl’ is an important area not only for its value as a
scientific collection but for its role as a refuge for various species of birds.
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1. Introducciéon

Meéxico es considerado uno de los paises con mayor
biodiversidad en el mundo, ocupando el onceavo lugar en
riqueza de aves (Navarro-Sigiienza et al., 2014), ya que al
menos 1,117 especies habitan en el pais (Berlanga et al.,
2019), de las cuales 240 residen en el estado de
Aguascalientes (De la Riva-Hernandez y Franco Ruiz-
Esparza, 2008).

Hasta donde tenemos conocimiento, en Aguascalientes hay
pocos estudios publicados donde se haya evaluado la
riqueza de especies de aves en ambientes alterados por el
humano. Los registros comprenden una guia de aves de un
parque urbano (Lozano-Roman, 2007) y una investigacion
realizada en una zona rural al sur del municipio de
Aguascalientes (Arellano-Delgado et al., 2018), por lo que
es notable la falta de estudios que involucren a la avifauna
estatal, en especial dentro de zonas urbanas. Aunque la
informacion existente se ve parcialmente cubierta gracias a
las plataformas de ciencia ciudadana como eBird (2019) y
Naturalista (2019), que funcionan para generar listas base
de especies, es necesario realizar investigaciones especificas
con metodologia estandarizada.

Es sabido que, conforme las ciudades se amplian, también
lo hacen los ecosistemas urbanos, los cuales integran la
superficie total de la mancha urbana (MacGregor-Fors,
2019), esto incluye también a las multiples areas verdes,
como parques y jardines, las cuales se convierten en sitios
donde diversos organismos pueden habitar, forrajear e
incluso reproducirse (Macias y Equihua, 2018). El Jardin
Boténico Rey Nezahualcoyotl (JBRN) de la Benemérita
Universidad Autéonoma de Aguascalientes (BUAA), surgid
en 1989 con la iniciativa de contar con un espacio que
pudiera representar la vegetacion existente en el estado
(Sigala-Rodriguez et al., 2014) y desde sus inicios, ha
estado adscrito a la Asociacion Mexicana de Jardines
Botanicos.

Debido a que el JBRN es una coleccion que alberga
diversas especies de plantas principalmente nativas y es un
posible refugio para la fauna local, es necesario conocer la
avifauna que ocurre de manera natural en esta area verde. El
objetivo del presente trabajo fue generar un listado de las
especies de aves que pueden observarse en el JBRN y
aportar de esta forma al conocimiento de la biodiversidad
que alberga el campus central de la BUAA, en la ciudad de
Aguascalientes, México.

2. Materiales y métodos

2.1. Area de estudio y muestreo

El JBRN se encuentra ubicado en la parte occidente del
Campus central de la BUAA, dentro de la ciudad de
Aguascalientes, en el estado del mismo nombre (Figura 1),
cubre una superficie de poco méis de 10,000 m? y cuenta con
una mezquitera [zona en la que se conserva la vegetacion
original del sitio en la que predomina Prosopis laevigata
(Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnst., conocido como
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mezquite] y seis areas de exhibicion: arboreto, helechos,
plantas medicinales, frutales, desérticas y toxicas.

2.2. Observacion e identificacion de aves

Se realizaron 44 muestreos de observacion de aves entre
febrero de 2015 y septiembre de 2019, las observaciones
desde 2015 hasta febrero de 2019 se realizaron en horarios
matutinos tardios y verpertinos poco después del mediodia,
mientras que los muestreos de marzo a septiembre de 2019
se realizaron durante las mafanas, a las 7:30 horas. La
duraciéon de cada muestreo fue de tres horas en promedio.
Para realizar las observaciones, se utilizé el seguimiento de
ruta simple (Bibby et al., 1992), avanzando sobre el sendero
principal del jardin botdnico, registrando a todas las
especies posibles.

El registro se realizd de forma directa (al observar a los
individuos) e indirecta (al escuchar vocalizaciones u otros
sonidos). Las especies fueron identificadas mediante guias
de campo impresas (Alderfer, 2006; Del Olmo y Roldan,
2013; Lozano-Roman, 2007; Pérez-Chavez et al. 1996;
Peterson y Chalif, 2008; Van-Perlo, 2006) asi como una
guia digital (Merlin Bird ID, 2018). Se sigui6é la
nomenclatura propuesta por Clements et al. (2019) y se
determiné la estacionalidad de las especies en la zona con
los mapas e informacion de la plataforma Birds of the World
(Billerman et al, 2020). Ademas, se revisaron e
incorporaron los registros de eBird (2019) y Naturalista
(2019) para complementar la lista.

3. Resultados y Discusion

Dentro del listado de aves, se registraron 30 familias, 55
géneros y 60 especies en el JBRN (Cuadro 1), de las cuales
59 fueron observadas durante los muestreos. La familia
mejor representada fue Tyrannidae con nueve especies, le
siguen en importancia las familias Columbidae, Parulidae y
Passerellidae, con cuatro cada una, mientras que el resto
estdn representadas por tres a una solamente. La
estacionalidad de las especies se encuentra dominada por las
aves residentes, con 44 especies, seguidas de 1lque son
migratorias de invierno y cinco migratorias de verano.
Comparado con las 240 especies mencionadas por De la
Riva-Herndndez y Franco Ruiz-Esparza (2008), en el JBRN
se representa el 25% de la avifauna reportada a nivel estatal.
Las aves mads representativas, debido a que fueron avistadas
en mas muestreos, son Columbina inca (Figura 2A),
Cynanthus latirostris (Figura 2B), Pyrocephalus rubinus
(Figura 2C), Tyrannus vociferans (Figura 2D), Sporophila
torqueola (Figura 2E), Haemorhous mexicanus (Figura 2F),
Spinus psaltria (Figura 2G), Quiscalus mexicanus (Figura
2H) y Passer domesticus (Figura 21).
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Figura 1. Ubicacion del Jardin Botanico Rey Nezahualcoyotl de la Benemérita Universidad Autonoma de Aguascalientes, del municipio

Aguascalientes, en el estado de Aguascalientes, México.

Por otro lado, algunos registros destacables, que han sido
avistados solo una vez durante los muestreos y que han
podido ser fotografiados, son el aguililla aura (Buteo
albonotatus, Figura 3A) y el chinito (Bombycilla cedrorum,
Figura 3B). Esta tltima, es un ave migratoria de invierno
que ya habia sido reportada para el campus de la BUAA
(Pérez-Chavez et al., 1996) y otro sitio dentro de la ciudad
(Lozano-Roman, 2007) y que en la actualidad es cada vez
menos comun en México, donde puede ser avistada en
intervalos de tres o cuatro afos en ciertas localidades
(Witmer et al., 2020). Por otro lado, Buteo albonotatus es
una rapaz que puede observarse en Aguascalientes (eBird,
2019), probablemente debido a que el Estado se encuentra
en un punto medio entre los territorios de invierno y verano
de esta especie (Johnson et al., 2020) y que ademads se
enlista como sujeta a proteccion especial en la NOM-059-
SEMARNAT (SEMARNAT, 2010), al igual que el halcén
peregrino (Falco peregrinus), que a diferencia de B.
albonotatus ha sido registrada en varias ocasiones.

Otro avistamiento raro en el sitio es el del carpintero
bellotero (Melanerpes formicivorus), para el que se cuenta

con un solo registro, correspondiente a un individuo
probablemente en transito o vagante, ya que tanto el JBRN
como las zonas aledafias carecen de bosques de Quercus L.
(Siqueiros-Delgado et al., 2017), los cuales son
fundamentales para la presencia de esta ave, debido a que se
alimenta de las bellotas producidas por las especies de este
género (Koening et al., 2020).

Hasta el momento, el pato mexicano (Anas diazi) es la tnica
especie bajo categoria de amenazada que puede encontrarse
en el JBRN, donde no es raro observarla, al igual que en
otras areas verdes con cuerpos de agua permanentes
presentes en el campus. Esta ave ha sido registrada también
en un parque dentro de la ciudad (Lozano-Roman, 2007) y
en una zona rural del municipio de Aguascalientes
(Arellano-Delgado et al., 2018), por lo que es posible que
sea beneficiada por la presencia humana, que les
proporciona sitios con cuerpos de agua permanentes como
presas, estanques y abrevaderos.
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Cuadro 1. Especies de aves registradas en el Jardin Botanico Rey Nezahualcdyotl de la Benemérita Universidad Autéonoma de

Aguascalientes, de la ciudad de Aguascalientes, México.

2Categoria de

Familia Especie Presente estudio Naturalista eBird 1Est. e
Proteccion
Anatidae Anas diazi X X R A
Columbidae Columba livia X X R
Columbina inca X X X R
Zenaida asiatica X X R
Z. macroura X X R
Cuculidae Crotophaga sulcirostris X X R
Trochilidae Cynanthus latirostris X X X R
Amazilia violiceps X X R
Charadriidae Charadrius vociferus X X R
Ardeidae Ardea alba X X R
Egretta thula X X R
Nycticorax nycticorax X R
Cathartidae Cathartes aura X X X R
Accipitridae Buteo albonotatus X MI Pr
Tytonidae Tyto alba X X R
Picidae Melanerpes aurifrons X X R
M. formicivorus X R
Dryobates scalaris X X R
Falconidae Caracara cheriway X R
Falco sparverius X X R
F. peregrinus X X MI Pr
Tyrannidae Camptostoma imberbe X X X R
Sayornis nigricans X X X R
S. saya X X R
Mpyiarchus tyrannulus X MV
Pyrocephalus rubinus X X X R
Pitangus sulphuratus X X R
Tyrannus vociferans X X X R
Contopus sordidulus X MV
Empidonax minimus X MI
Laniidae Lanius ludovicianus X X R
Corvidae Corvus corax X X R
Remizidae Auriparus flaviceps X X X R
Aecgithalidae Psaltriparus minimus X X X R
Hirundinidae Hirundo rustica X MV
Polioptilidae Polioptila caerulea X X X MI
Troglodytidae Thryomanes bewickii X X R
Campylorhynchus brunneicapillus X X X R
Sturnidae Sturnus vulgaris X X R
Mimidae Toxostoma curvirostre X X X R
Turdus rufopalliatus X X R
Bombycillidae Bombycilla cedrorum X MI
Ptiliogonatidae Phainopepla nitens X X R
Passeridae Passer domesticus X X R
Fringillidae Haemorhous mexicanus X X X R
Spinus psaltria X X X R
Passerellidae Chondestes grammacus X X MI
Melospiza lincolnii X X X MI
Spizella passerina X R
Melozone fusca X X R
Icteridae Icterus abeillei X X MV
Molothrus aeneus X R
Quiscalus mexicanus X X X R

!Estacionalidad: R = residente, MI = migratorio de invierno, MV = migratorio de verano, T = transitorio (Billerman et al., 2020).
2Categoria de Proteccion: A= amenazada, Pr= sujetas a proteccion especial. (SEMARNAT, 2010).
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Cuadro 1. Continuacion

2Categoria de

Familia Especie Presente estudio Naturalista eBird 'Est. e
Proteccion
Parulidae Leiothlypis celata X X MI
Setophaga petechia X X MV
S. coronata X X X MI
Cardellina pusilla X X X MI
Cardinalidae Piranga ludoviciana X X MI
Passerina caerulea X X R
Thraupidae Sporophila torqueola X X R

IEstacionalidad: R = residente, MI = migratorio de invierno, MV = migratorio de verano, T = transitorio. (Billerman et al., 2020).
2Categoria de Proteccion: A= amenazada, Pr= sujetas a proteccion especial. (SEMARNAT, 2010).
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Figura 2. Especies comunes
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en el Jardin Botanico Rey Nezahualcoyotl de la Benemérita Universidad Autébnoma de Agua:

L5y X

iz BATEL AN
scalientes, en la

ciudad de Aguascalientes, México. A) tortolita cola larga (Columbina inca); B) colibri pico ancho hembra (Cynanthus latirostris); C)
papamoscas cardenalito macho (Pyrocephalus rubinus); D) tirano chibiti (Tyrannus vociferans); E) semillero rabadilla canela hembra
(Sporophila torqueola); F) pinzon mexicano macho (Haemorhous mexicanus); G) jilguerito dominico hembra (Spinus psaltria); H) zanate

mayor macho (Quiscalus mexicanus); 1) gorrion doméstico macho (Passer domesticus). Fotografias por Avilés-Pifia.

Las palomas son aves comunes en los jardines botanicos de
América (Correa et al., 2014; Fuentes-Prado, 2010) y en el
JBRN la familia Columbidae es una de las mejor
representadas, principalmente por tres especies: Columbina
inca, Zenaida asiatica 'y Z. macroura, que al igual que gran
parte de los integrantes de esta familia presentan
alimentacion de tipo granivora y forrajeo sobre el suelo
(Gonzélez-Salazar et al., 2014), que aprovechan las semillas
de pastos y otras plantas herbaceas que aparecen de manera
espontanea en las distintas areas de la coleccidn como
Amaranthus hybridus L., Chenopium album L. y Lepidium
virginicum L.

Otro gremio alimenticio bien representado es el de las aves
insectivoras, en el que destacan Pitangus sulphuratus,
Pyrocephalus rubinus y Tyrannus vociferans por ser
especies neotropicales de plumaje llamativo o de
vocalizaciones distintivas (Winkler et al., 2020), ademas de
estar presentes en el sitio durante todo el afio. Estas y las
que integran este gremio aprovechan los artropodos
presentes en el JBRN, al igual que sucede en otros jardines
botanicos, donde las aves insectivoras se encuentran entre
los grupos con mayor cantidad de especies (Correa et al.,
2014; Fuentes-Prado, 2010).
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Figura 3. Avistamientos destacables en el Jardin Botanico Rey
Nezahualcoyotl de la Benemérita Universidad Autéonoma de
Aguascalientes, en la ciudad de Aguascalientes, México. A)
aguililla aura (Buteo albonotatus), B) chinito (Bombycilla
cedrorum). Fotografias por Carrillo-Martinez.

Se ha considerado a los jardines botdnicos como sitios de
conservacion para la avifauna, ya que funcionan como
refugios para especies residentes y migratorias (Correa et
al., 2014); lo cual ocurre en el JBRN, donde registramos
aves residentes y migratorias de invierno y verano. Al
aprovechar los recursos presentes en la zona de estudio, el
JBRN se podria ver beneficiado con la presencia de
especies de aves insectivoras y carnivoras, ya que estas
pueden ayudar a controlar ciertas plagas, tanto de
vertebrados  (Mufoz-Pedreros, 2004), como de
invertebrados (Graber y Graber, 1983). Ademas, la
presencia de especies nectarivoras como los colibries
(Cynanthus latirostris 'y Amazilia violiceps) ayudan a la
reproduccion de varios ejemplares del jardin, ya que se sabe
que este grupo de aves poliniza una gran variedad de plantas
(Del Coro-Arizmendi y Berlanga, 2014), por lo que la
avifauna representa un elemento importante para la
coleccion y brinda servicios para su bienestar.

Se recomienda realizar muestreos durante y después del
ocaso, para determinar si en el area ocurren especies de
habito nocturno que no han podido registrarse durante los
recorridos matutinos y vespertinos

4. Conclusion

El Jardin Botanico Rey Nezahualcdyotl de la Benemérita
Universidad Autéonoma de Aguascalientes, en la ciudad de
Aguascalientes, México es un area importante no solo como
coleccion cientifica, sino también por su funcién como
refugio para aves residentes y migratorias que pueden hacer
uso de la vegetacion presente.
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Optimizacion de la viabilidad de bacterias acido

lacticas incorporadas en peliculas de quitosan

Zurisadai Maldonado-Alvarado, Alfredo Vazquez-Ovando*, Gamaliel
Velazquez-Ovalle, Rito Coronel-Nifio

Instituto de Biociencias, Universidad Auténoma de Chiapas. Tapachula, Chiapas, México.

Resumen

El atrapamiento de células en matrices poliméricas es una estrategia empleada para mantener la
viabilidad. El quitosan posee propiedades funcionales que lo hacen adecuado para elaborar peliculas
conteniendo microorganismos. Mediante un disefio de Plackett Burman y de Superficie de Respuesta,
se evaluaron 7 factores y se combinaron componentes de la biopelicula de quitosan para optimizar la
viabilidad de bacterias acido lacticas incorporadas a la matriz. Se mantuvo un nivel de viabilidad de
39.32% en la etapa de cribado de los factores, siendo el tipo de quitosan y el tipo de acido organico los
de mayor efecto. La concentracion de células y el tipo de carbohidrato empleados no ejercieron ningtin
efecto sobre la viabilidad. Después de optimizar los factores, se incorporaron 10° UFC mL! de
bacterias acido lacticas en peliculas con la composicion de, 1.5% de quitosan de bajo peso molecular,
1.5% de acido lactico, pH de 4.5, 0.1 M de lactosa y almacenadas bajo condiciones de 90% HR. Las
peliculas elaboradas con éstas condiciones mantuvieron 90.75% de la viabilidad de las células después
de 7 dias de almacenamiento. Este estudio demuestra que el efecto antimicrobiano del quitosan no
afecta en gran medida la viabilidad de las BAL en periodos cortos de almacenamiento.

Optimizing the viability of lactic acid bacteria

incorporated into chitosan films

Abstract

Cells entrapment in polymeric matrices is a strategy employed to maintain viability. Chitosan has
functional properties that make it suitable for making films containing microorganisms. Using a
Plackett Burman and Response Surface design, seven factors were evaluated and the components of the
chitosan biofilm were combined for optimizing the viability of lactic acid bacteria incorporated into the
matrix. A viability of 39.32% was maintained in the factor screening stage, with the type of chitosan
and the type of organic acid having the greatest effect. The concentration of cells and the type of
carbohydrate used had no effect on viability. After optimizing the factors, 10° CFU mL™! of lactic acid
bacteria were incorporated into films with the composition of 1.5% low molecular weight chitosan,
1.5% lactic acid, pH 4.5, 0.1 M lactose and stored under 90% RH conditions. Films made under these
conditions maintained 90.75% of cell viability after 7 days of storage. Our results demonstrate that the
antimicrobial effect of chitosan does not greatly affect the viability of BALs in short storage periods.
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1. Introducciéon

El uso de peliculas o recubrimientos comestibles es una
tecnologia que se ha adoptado de manera acelerada en la
industria de los alimentos. Su principal uso se orienta al
alargamiento de la vida de anaquel, de frutos y hortalizas,
manteniendo los atributos de calidad e inocuidad que
pueden ser alterados durante la etapa de almacenamiento
(Monzo6n-Ortega et al., 2018). Las peliculas comestibles son
matrices continuas elaboradas con distintas biomoléculas
(proteinas, polisacaridos, lipidos y otras) solas o
combinadas (Neetoo y Chen, 2007). Los polisacaridos
(almidén, carragenanos, pectina, quitosan, celulosa) son los
polimeros mas empleados para formar peliculas
comestibles, debido a que cuando se forman, las peliculas
funcionan de manera eficiente como barreras contra la
humedad y el paso de gases y debido a que tienen
propiedades mecanicas deseables para ser usadas incluso
como bioplasticos. Las elaboradas con quitosan han sido de
las mas empleadas, debido a que ademas de formar
peliculas con propiedades mecéanicas deseables se reporta
que posee actividad antimicrobiana (Salvador-Figueroa et
al., 2017).

Ademés, las peliculas elaboradas con biopolimeros también
pueden ser utilizadas como vehiculos para la incorporacion
de agentes antimicrobianos, sustancias de interés
farmacéutico, entre otros. Varios estudios han demostrado
la efectividad de la incorporacion de conservadores
naturales en peliculas de quitosan, tales como aceites
esenciales (Salvador-Figueroa et al, 2017; Seydim y
Sarikus, 2006), donde se ha demostrado que Ila
incorporacién disminuy6 el crecimiento de patéogenos en la
superficie de alimentos, con lo cual se consigui6 el aumento
en la vida de anaquel (Seydim y Sarikus, 2006).

Del mismo modo que se incorporan sustancias activas, en
las peliculas se pueden incorporar enzimas o
microorganismos que realicen una funcién especifica, tal
como bacterias acido lacticas (BAL) las cuales, se ha
demostrado producen sustancias como perdxido de
hidrogeno, bacteriocinas y 4cidos organicos (4cido lactico,
acido acético, etc.) que inhiben el crecimiento de agentes
que causan la descomposicion de los alimentos. La
incorporacion de BAL en peliculas permite obtener
peliculas con capacidad de controlar microrganismos
indeseables en alimentos tales como bacterias (Calix y
Rajendran, 2014) y hongos (Marin et al., 2019).

Sin embargo, cuando estos microorganismos requieren ser
atrapados o inmovilizados en matrices poliméricas, debe
tomarse en cuenta que varios factores pueden afectar su
viabilidad. Se ha reportado que el pH mas adecuado para
mantener la viabilidad de bacterias acido lacticas oscila
entre 3.5 y 4.5 (Adamberg et al., 2003). Igualmente, se
reporta que cuando las células no son deshidratadas (por
liofilizacién, pulverizacion otro método) previo a la
incorporaciéon en la matriz, resulta altamente favorable
mantener condiciones de humedad alta, tal como se reporta
en peliculas elaboradas con alginato de calcio (Concha et
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al,, 2011). En otros reportes se ha demostrado que los
oligosacéaridos (Romano et al., 2014) o el gel de Aloe vera
(Barragan-Menéndez et al., 2020) pueden ser empleados
como fuente de nutrimentos para mantener la viabilidad e
incluso la funcionalidad de las bacterias incorporadas como
controladoras de Listeria monocytogenes (Concha et al.,
2011, Hartmann et al., 2011).

Algunas de las caracteristicas requeridas por las bacterias
atrapadas pueden ser proporcionadas el quitosan, sin
embargo, los estudios reportados se enfocan principalmente
en el uso de otros polimeros como alginato o almidén (Calix
y Rajendran, 2014; Marin et al., 2019) o usan quitosan en
combinacién con otros polimeros (Barragdn-Menéndez et
al.,, 2020), suponiendo que el efecto antimicrobiano del
quitosan puede ser un factor adverso en la viabilidad de las
BAL. Con base en nuestra experiencia previa, planteamos la
hipotesis que el quitosan puede mantener la viabilidad de
las BAL, por lo que el objetivo del presente trabajo fue
optimizar la viabilidad de bacterias 4acido lacticas
incorporadas en peliculas de quitosan modificando los
componentes de la misma.

2. Materiales y métodos

2.1. Bacterias dcido lacticas

Dos cepas de bacterias codificadas como BALS y BAL11
fueron proporcionadas por el cepario del Instituto de
Biociencias (IBC) de la Universidad Auténoma de Chiapas
(UNACH), las cuales fueron sometidas a pruebas
bioquimicas y morfologicas y han sido caracterizadas como
bacterias acido lacticas. Las BAL fueron reactivadas en
caldo MRS y mantenidas en agitaciéon para su crecimiento.
Para estimar el tiempo requerido para obtener la maxima
concentracion de BAL en los cultivos puros se llevaron a
cabo cinéticas de crecimiento para cada una de las cepas. El
pre-indculo de BAL se crecid6 en tubos de 13x100
conteniendo 3 mL de medio durante 48 h, luego el
contenido se inoculd en matraces de Erlenmeyer de 250 mL
conteniendo 50 mL de caldo MRS fresco y a partir del
tiempo de la inoculacion cada 5 h se tomaron 3 mL con los
cuales se midi6 la absorbancia a 560 nm (usando medio de
cultivo como blanco) ademds se inocularon diluciones
seriadas en medio MRS para determinar la concentracion
celular (Barragdn-Menéndez et al., 2020). Las lecturas
fueron seguidas hasta que no se observd cambio en las
unidades (UFC y absorbancia). Se grafic6 la absorbancia
como una funcion de la concentracién y por interpolacion se
calcul6 la DO correspondiente a la maxima concentracion
de bacterias (10° UFC mL-"). De manera similar, se estimd
el tiempo para alcanzar esta DO. Se establecieron los
tiempos para alcanzar una DO de 1+0.05= 10° UFC mL",
siendo 24 h para la cepa BALS y 48 h para la cepa BAL11.

2.2. Optimizacion de la viabilidad de las BAL

Primeramente, para determinar los factores de la
composicion de la pelicula de quitosan que mayor
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influencia ejercen sobre la viabilidad de bacterias acido
lacticas (BAL), se condujo un disefio experimental de
cribado del tipo Plackett- Burman mediante un arreglo de 8
tratamientos o combinaciones, 7 factores (Tipo de quitosan,
tipo de 4cido orgénico, pH final, humedad relativa del
ambiente, tipo de sustrato, concentracion de BAL vy
contenido de humedad de la pelicula) (Cuadro 1). Los
niveles de cada factor fueron codificados con 1, -1 y

3(1): 24-31

corresponden, dependiendo del factor a: Tipo de quitosan
(1=quitosan de alto peso molecular, -1=quitosdn de bajo
peso molecular); tipo de acido organico (1=4cido acético, -
1=4cido lactico); pH (1=4.5, -1=3.5); humedad relativa del
ambiente (1=90%, -1=70%); tipo de carbohidrato
(1=glucosa, -1=lactosa); concentracion de BAL (1=10° UFC
mL", -1=10° UFC mL"'); humedad de la biopelicula
(1=>25% de humedad, -1=20% de humedad).

Cuadro 1. Arreglo de Plackett- Burman de ocho tratamientos para evaluar la interaccion de siete factores de la composicion del

medio en la viabilidad de bacterias dcido lacticas.

Combinacién/ Factores
T(::t;;?g:;o Tipo de Tipo de H HR del Tipo de Concentracion Humedad de
quitosan acido P ambiente carnohidrato de BAL la biopelicula
1 1 -1 -1 1 -1 1 1
2 1 1 -1 -1 1 -1 1
3 1 1 1 -1 -1 1 -1
4 -1 1 1 1 -1 -1 1
5 1 -1 1 1 1 -1 -1
6 -1 1 -1 1 1 1 -1
7 -1 -1 1 -1 1 1 1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Dependiendo del factor, los niimeros (1, -1) representan; Tipo de quitosan: 1=quitosdn de alto peso molecular, -1=quitosan de bajo peso
molecular; tipo de 4cido: 1=4cido acético, -1=4cido lactico; pH 1=4.5, -1=3.5; HR: 1=90%, -1=70%; tipo de sustrato: 1= glucosa, -1=lactosa;
concentracién de BAL 1=10° UFC mL", -1=10° UFC mL"'; humedad de la biopelicula: 1=>25% de humedad, -1=20% de humedad. HR: humedad

relativa.

Posteriormente, los dos factores cuyo efecto resultd
altamente significativo (a=0.0000059) sobre la viabilidad
de las BAL, fueron usados como parametros para optimizar
la composicion de las peliculas mediante el disefio de
superficie de respuesta. Se estableci6 una matriz factorial de
nueve tratamientos en tres niveles para cada factor (Cuadro
3). Las peliculas para estos tratamientos, tuvieron la
siguiente composicion base: pH 4.5, >25% de humedad de
la biopelicula, 0.1 M de lactosa como carbohidrato,
concentracion de 10° UFC mL™" y una humedad relativa del
ambiente mayor del 90%.

2.3. Elaboracion de mezcla de soluciones para peliculas
Las soluciones para formar las peliculas fueron elaboradas
siguiendo el procedimiento descrito por Binsi et al. (2013),
empleando como polimero base quitosan al 1.5% p/v (alto o
bajo peso molecular, segin el tratamiento). Para lograr
>25% de humedad de la matriz en los tratamientos
correspondientes, primeramente se prepard una solucion de
almidon al 3% (p/v), la cual se sometid a calentamiento (85
°C) y agitacion, hasta la gelatinizacion completa del
almidon. Posteriormente la solucion de almidoén se mezcld
en una proporcion 1:1 (v/v) con la solucién de quitosan. A
partir de aqui se sigui6é el mismo procedimiento para los
demads tratamientos. Segln el tratamiento correspondiente,
se ajusto el pH (4.5 o 3.5) con un 4cido orgéanico (acético o
lactico). Las soluciones se agitaron hasta disolucion
completa del quitosan. Posteriormente, se adicionaron a las
soluciones 100 mM de glucosa o, 100 mM de lactosa (segun
el tratamiento).

IBAENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

2.4. Incorporacion de bacterias y formacion de peliculas

El volumen de solucién (medio de cultivo agotado)
requerido para obtener las BAL (en funcién del tratamiento)
fue centrifugado a 2500 xg durante 20 min y el paquete
celular lavado dos veces con buffer PBS de pH 7.
Posteriormente, las células fueron incorporadas a las
soluciones de quitosan, las cuales se agitaron
mecanicamente hasta lograr la homogenizaciéon completa.
Para la elaboracién de las peliculas, siguiendo el método de
casting, se vertieron 3 mL de la solucién en cajas de Petri
de 60 mm x 15 mm. Se dejo secar por 24 h a 28+2 °C;
posteriormente fueron almacenados en un espacio comun
con condiciones de 28+2 °C, 70% de HR, 12 hluzy 12 h
oscuridad y, exclusivamente para los tratamientos que
requerian una humedad relativa de 90%, las peliculas se
colocaron en recipientes cerrados conteniendo una solucién
saturada de sulfato de potasio. Por cada tratamiento se
elaboraron 32 unidades experimentales (una unidad
experimental fue una caja de Petri conteniendo una
pelicula).

2.5. Evaluacion de la viabilidad celular

A partir del dia de secado de las peliculas (dia cero), cada
24 h y durante siete dias se evalu6 la viabilidad de las BAL
siguiendo la metodologia descrita por Hegyi et al. (2012),
basado en la prueba de reduccion del tetrazolio, conocida
como MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Para esto, se pesaron 0.03 g (b.s.) de
pelicula (por cuadruplicado), y se colocaron en tubos viales
de 2 mL, se les agreg6d 1 mL de caldo MRS (fresco y estéril)
para lavado, posteriormente se centrifugd a 6000 xg durante
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10 min, se retir6 el sobrenadante y se le agregdé 1 mL de
buffer PBS pH 7, luego se agité durante 10 min. Del
contenido obtenido, se tomaron 50 pL y se colocaron en
viales, se le adicionaron 50 pL de solucion MTT (0.3%
disuelto en buffer PBS y 0.2% de dimetilsulfoxido), se dejo
incubar 4 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a
1500 xg durante 20 min, posteriormente se le agregaron 150
pL de DMSO para disolver los cristales formados y se agit6
durante 10 min (en vortex). A esta solucidén, se midi6 la
densidad optica a una longitud de onda de 492-630 en un
lector de microplacas Microplate Reader®, empleando
como blanco de calibracion buffer PBS. Este mismo
procedimiento fue seguido tomando 1 mL del cultivo de
células de BAL para obtener la DO de las células control.
La viabilidad (%) se calcul6 a partir de la formula = (DO
células tratadas/DO células control) x 100.

2.6. Analisis estadistico

Para definir y evaluar el disefio experimental se empled el
software  Statgraphic Centurion XV v. 15.2.06.
Estableciendo un limite de confianza de 5%, se probo la
significancia de los disefios experimentales de Plackett
Burman y factorial, asi como las interacciones entre los
factores. También se obtuvo el modelo de regresiéon que
mostré el mejor ajuste para la relacion entre la variable
independiente (viabilidad) y las independientes que
explicaron el 6ptimo.

3. Resultados

En la Figura 1 se muestran los valores de viabilidad de las
BAL (%) contenidas en las peliculas durante los 7 dias en
que fueron evaluados. Para el dia 7, los tratamientos con
mayor porcentaje de viabilidad fueron los tratamientos 4
(39.32%), 6 (27.64%), 7 (27.44%) y 8 (21.51%).
Adicionalmente, las peliculas de estos tratamientos fueron
visualmente menos quebradizas, mas manejables y de mejor
aspecto tactil que las del resto de los tratamientos. Lo

3(1): 24-31

comun en estos cuatro tratamientos fue que las peliculas
fueron elaboradas con quitosan de bajo peso molecular (-1,
Cuadro 1). Para verificar el efecto aparente de este factor, se
analizd estadisticamente la contribucion de cada factor
tomando como referencia los datos solamente del dia 4 de
almacenamiento, como un punto medio del comportamiento
de la viabilidad (Cuadro 2).

--T1
--T5

-T2
T6

T3
T7

--T4

Viabilidad (%)

Tiempo de almacenamiento (d)
Figura 1. Tendencia de la viabilidad de bacterias acido lacticas
(BAL) incorporadas en peliculas de quitosan durante 7 d de
almacenamiento a temperatura ambiente. Los tratamientos (1-8)
corresponden a la combinacion de factores segun el disefio de
Plackett- Burman (ver Cuadro 1).

En el Cuadro 2 se puede observar como los factores tipo de
quitosan y tipo de 4cido tienen los valores absolutos mas
grandes, lo cual estd denotando la mayor contribucion a la
viabilidad de las células. Sin embargo cuando los efectos
fueron estandarizados, cinco de los siete factores resultaron
significativos (P<0.05). Solamente el tipo de carbohidrato
empleado como sustrato y la concentracion de células
incorporadas a la pelicula no tuvieron efecto sobre la
variable de respuesta (P>0.05). La magnitud y sentido de
estos efectos puede dimensionarse con la visualizacion de la
Figura 2.

Cuadro 2. Determinacion efecto de los factores evaluados sobre la viabilidad de las bacterias acido lacticas incorporadas en

peliculas de quitosan.

Viabilidad (%) Tipo de Tipo de H HR del Tipo de Concentracion  Humedad de
al dia 4 quitosan acido P ambiente  carbohidrato de BAL la biopelicula
26.34964747 1 1 -1 1 1 1 1
26.34964747 1 -1 -1 -1 -1 -1 1
25.68061345 1 -1 1 -1 1 1 -1
42.81817714 -1 -1 1 1 1 -1 1
24.13668880 1 1 1 1 -1 -1 -1
35.61319541 -1 -1 -1 1 -1 1 -1
32.16509701 -1 1 1 -1 -1 1 1
25.88647007 -1 1 -1 -1 1 -1 -1
1 25.62915 27.13448 31.20014  32.22943 30.18373 29.95214 31.92064
-1 34.12073 32.61541 28.54974  27.52046 27.99650 29.79775 27.82924
Efecto estimado -8.49159 -5.48093 2.650404 4.70897 2.18723 0.15439 4.09140

Dependiendo del factor, los numeros (1, -1) representan; Tipo de quitosan: l1=quitosan de alto peso molecular, -1=quitosan de bajo peso
molecular; tipo de acido: 1=acido acético, -1=4cido lactico; pH 1=4.5, -1=3.5; humedad relativa ambiente: 1=90%, -1=70%; tipo de sustrato:
I=glucosa, -1=lactosa; concentracion de BAL 1=10° UFC mL", -1=10° UFC mL"'; humedad de la biopelicula: 1=>25% de humedad, -1=20% de

humedad.
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Pese a lo anterior, para investigar solo los dos factores que
mas influencia ejercen sobre la viabilidad celular, se redujo
el valor alfa a 0.00005 y se encontrd congruente con el
analisis previo que los factores tipo de acido y tipo de
quitosan fueron los de efectos principales. En este andlisis
ninguna interaccidon resultd significativa. Ambos factores
presentaron la mayor viabilidad de células en su nivel -1
que correspondid a quitosan de bajo peso molecular y acido
lactico (barras de color azul, Figura 2).

En el Cuadro 3 se presentan los valores de viabilidad
observada y los valores ajustados predichos por el modelo
de regresion. Los valores de viabilidad observados se
encontraron en un rango amplio, pues van desde 33.05%
(tratamiento 2) hasta 90.75% (tratamiento 8). Se puede
observar que los valores mas altos de viabilidad (77.78%,
86.91% y 90.75%), se obtuvieron cuando las peliculas
fueron elaboradas con concentraciones de acido lactico de
1.5%. La mayor viabilidad observada se obtuvo cuando las
peliculas se elaboraron con 1.5% de quitosan de bajo peso
molecular y 1.5%, de é4cido lactico, no obstante el valor
predicho muestra la mayor viabilidad cuando las peliculas
contienen 1.5% de 4cido lactico y 1% de quitosan
(tratamiento 1, Cuadro 3).

3(1): 24-31

35— —

33 ]

AN/ -

27 -

Viabilidad

25 .
Tipo de CHO HR del ambiente
Tipo de acido Humedad de la bp Concentracion de BAL

Tipo de quitosan
Tipo de acido
Humedad de la bp ‘ ‘
HR del ambiente I:l
| [
Tipo de CHO D
[
0

Tipo de quitosan pH

p=0.000005
Concentracion de BAL

4 s 12 16 20
Figura 2. Grafica de efectos principales (arriba) y diagrama de

Pareto de los efectos estandarizados (abajo) para la viabilidad de
bacterias acido lacticas incorporadas en peliculas de quitosan.

Cuadro 3. Viabilidad de bacterias acido lacticas y valores predichos ajustados por el modelo de

regresion.

Tratamiento Concentracion de Concentracion Viabilidad Valores
quitosan de bajo de acido lactico observada (%) predichos

PM (%) ( ajustados

1 1.0 1.5 86.91+£3.7172 91.5106

2 1.5 0.5 33.05+0.6201 48.3556

3 2.0 1.0 52.64+2.8128 54.1022

4 2.0 0.5 67.86+4.9345 60.7372

5 1.0 0.5 58.33+4.4939 50.1472

6 1.0 1.0 49.16+2.2983 52.7422

7 1.5 1.0 51.38+5.3468 46.3356

8 1.5 1.5 90.75+0.3194 80.4889

9 2.0 1.5 77.98+5.4554 83.6406

Los valores observados son el promedio y la desviacion estandar de tres determinaciones.

En congruencia con lo anterior, en el Figura 3 se puede
observar que tanto la variable de respuesta (superior) como
la region oOptima (inferior) se obtienen cuando la
concentracion de acido lactico va de 1.3 a 1.5%. En la
misma figura se puede apreciar la poca contribuciéon de la
concentracién de quitosdn, mismo que no resultd
significativa en el andlisis estadistico (P>0.05).

Excluyendo en el andlisis la contribucion de la
concentracion de quitosan, se detectd significancia solo para
la variable concentracion de acido lactico (P=0.03) y, a
partir de ahi se establecid la relacion empirica entre las
variables independientes (acido lactico y quitosan de bajo
peso molecular) y la respuesta, quedando descrita por la
siguiente ecuacion: Viabilidad (%) = 122.639 - 66.58*A -
84.87*B + 28.3467*%(A) - 18.46*AB + 72.3467*%(B)%
donde A=concentracion de quitosan de bajo peso molecular;
B=concentracion de 4cido lactico.
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La adecuacién del modelo para predecir la respuesta, fue
verificada obteniendo el valor R?>=0.811838; mismo que
indica que el 81% de la viabilidad estaria explicada por la
concentracion de acido y la concentracion de quitosan de
bajo peso molecular interactuando en el modelo de segundo
orden descrito. Sin embargo, cuando la ecuacion se ajusta al
modelo de primer orden, la R? ajustada se reduce hasta
0.623675.

4. Discusion

De los siete factores que inicialmente se evaluaron por su
influencia en la viabilidad de las bacterias acido lacticas,
dos la afectaron de manera altamente significativa
(P=0.000005, tipo de acido y tipo de quitosan) tres lo
hicieron de manera significativa (P<0.05), humedad de la
pelicula, humedad del ambiente y pH) y dos no mostraron
ejercer efecto sobre la variable de respuesta (tipo de
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carbohidrato y cantidad de células adicionadas). Estos
resultados fueron reveladores, puesto que no existe mucha
informacioén respecto de como el tipo de acido organico y
tipo de quitosan afectan la viabilidad celular y en el anélisis
de optimizacion de respuesta se pudo ver como los valores
mas altos de viabilidad estan condicionados sobre todo por
la concentracioén de acido lactico. El quitosan de bajo peso
molecular es comiinmente empleado en la elaboracién de
peliculas debido a que ofrece mejores propiedades de
manejabilidad en las mismas (Beverlya y Janes, 2008).
Dado que posee mayor grado de desacetilacién, expone
mayor numero de grupos funcionales (glucosaminas), lo
cual le confiere mayor naturaleza catidnica, que en
determinadas condiciones puede tener gran afinidad a las
envolturas o membranas de las bacterias que tienen carga
negativa y promover su desestabilizacion (Li et al., 2010).
Sin embargo, cuando interactia con &cido lactico en
solucion, se ha demostrado que se forman grupos amida y
existe policondensacion del 4cido lactico (Bhattarai et al.,
2006), lo cual de algiin modo en nuestro estudié aumentod
notablemente la viabilidad de las BAL.
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Figura 3. Superficie de respuesta (arriba) y contornos de la
superficie de respuesta estimada mostrando el area del optimo
(abajo) para la viabilidad de bacterias acido lacticas incorporadas
en peliculas de quitosan con a diferentes concentraciones de acido
lactico y quitosan de bajo peso molecular.

Este marcado efecto del acido organico (lactico) fue

verificado en el experimento de optimizacidn, pues puede
verse que a la concentracion mas alta evaluada (1.5%) se
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logré la mayor viabilidad, producida por la mayor
sustitucion de grupos aminos del quitosdn (Bhattarai et al.,
2006). El &cido lactico es el principal producto final del
metabolismo de carbohidratos que realizan las BAL, y al
estar presente en la peliculas desde el inicio del
almacenamiento pudo proporcionar a las bacterias un
ambiente favorable en la conservacion de la viabilidad
celular (Xio et al., 2013). El acido lactico se ha usado con
anterioridad en peliculas de glicerol, en donde se demostro
que su uso aument6 la flexibilidad y la capacidad de
retencion de humedad de la pelicula (Manab et al., 2011). Si
lo anterior ocurrid en el presente estudio, pudo haber
favorecido la viabilidad de las BAL. También se ha
reportado que el uso de acido lactico como disolvente de
quitosan podria aumentar la solubilidad de la pelicula (Lin y
Zhao, 2007), lo cual en algunos casos puede resultar
deseable (liberacion de metabolitos) pero en otros puedo ser
indeseable (peliculas). Conveniente resulta evaluar las
propiedades texturales y fisicoquimicas de las membranas
aqui optimizadas.

Las peliculas elaboradas en el proceso de optimizacion de
este trabajo presentaron mejores caracteristicas tactiles (no
determinadas), esto puede deberse a que la interaccion de
los factores que se combinaron influyeron directamente
sobre las propiedades de manejabilidad, toda vez que se ha
reportado que la adicion de 4cido lactico incrementa la
manejabilidad de las peliculas de quitosan (Lin y Zhao,
2007).

El valor optimo (deseable) para la viabilidad celular se
encontrd en el limite superior de la concentracion de acido
lactico evaluada (1.5%). Lo anterior puede estar relacionado
con el argumento antes planteado acerca de la cantidad de
grupos amino libres interactuando con el 4cido lactico. Esta
hipotesis solo se cumple hasta cierta relacion molar, pues se
ha demostrado que con relaciones molares acido:grupo
amino superiores a 2.9 el quitosan se vuelve insoluble y no
interacta con el 4cido organico (Bhattarai et al., 20006).
Esto, aunado a los altos valores observados de viabilidad,
lleva a pensar que el optimo de viabilidad (deseabilidad de
1.0) encontrado en nuestro estudio esta altamente
correlacionado con los valores explorados. La validacion
empirica del modelo ajustado propuesto resolverd esta
pregunta.

De los factores con menor significancia en el andlisis de
cribado (pH, humedad de la biopelicula y humedad relativa
del ambiente, Figura 2), y que fueron empleados como fijos
en la etapa de optimizacion, se ha reportado también su
efecto en la viabilidad de las bacterias. Cuando el pH es
elevado, las bacterias acido lacticas producen acido lactico
y otros acidos organicos de cadena corta como resultado del
metabolismo de carbohidratos, con lo cual disminuyen el
pH como su principal mecanismo de antagonismo. Por lo
anterior se ha determinado que algunos géneros como el
Lactobacillus y bifidobacterias crecen con mayor facilidad a
pH de 4.5 (Adamberg et al., 2003). En nuestro estudio
encontramos que ese mismo pH (4.5) logré6 mantener la
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viabilidad de las BAL incorporadas en las peliculas por
siete dias.

Después de las dos variables que mayor significancia
tuvieron, los niveles de humedad, tanto de la pelicula como
del ambiente (humedad relativa) mostraron efecto sobre la
viabilidad. Ambas variables mostraron una relacion directa
con la viabilidad, lo cual es un indicio de que las células
empleadas en el presente estudio toleran poco la
disminucion en el contenido de humedad o requieren, bajo
esas condiciones la adicion de un osmoprotectante o
crioprotectante, como ocurre en tratamientos donde se
aplica liofilizacién o spray-driying para conservar células
(Fonseca et al., 2015; Zamora et al., 2006). Por el contrario,
los altos valores de viabilidad en el experimento de
optimizacién son un indicio de que ambas condiciones de
humedad interactuando con los factores en optimizacion,
estan proporcionando los valores de actividad de agua
idéoneos. Esto es congruente con las condiciones de
humedad de donde estos microorganismos son aislados que
oscila en valores de humedad arriba del 70% (Wenjun et al.,
2012). Los carbohidratos son esenciales para la
supervivencia de las bacterias acido lacticas ya que son la
base principal del metabolismo (Génzle et al., 2007), sin
embargo en nuestro estudio el tipo de carbohidrato no tuvo
ningun efecto sobre la viabilidad.

5. Conclusion

Durante la primera etapa del trabajo de investigacion se
obtuvo una viabilidad maxima de 39.32%, siendo los
factores mas influyentes el tipo de acido organico (acido
lactico) y el tipo de quitosdn (de bajo peso molecular).
Mediante la optimizacion de estos dos factores, en la
segunda etapa de este trabajo se logrd incrementar la
viabilidad de bacterias 4acido lacticas hasta 90.75%
encontrandose que la concentracion de 1.5% de &cido
lactico produce los valores mas altos de viabilidad, sin
efecto significativo del contenido de quitosan de bajo peso
molecular. Los resultados de este estudio demuestran que
las peliculas elaboradas a base de quitosan son funcionales
como medio para conservar la viabilidad de bacterias acido
lacticas por un periodo de siete dias.
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Aislamiento de  bacterias antagonicas de

Mycosphaerella fijiensis Morelet y promotores de
crecimiento en banano (Musa AAA)
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Resumen

Mycosphaerella fijiensis Morelet (agente causal de la Sigatoka Negra, SN) es un patogeno altamente
virulento en las plantaciones de banano triploides (Musa AAA). La enfermedad se maneja mediante
aspersiones aéreas semanales de fungicidas quimicos principalmente, lo cual provoca contaminacion del
ambiente y dafios potenciales a la salud humana. Se ha reportado que los microorganismos asociados a
las plantas (hojas, frutos, tallos y raices), podrian ser candidatos para el biocontrol de patdgenos y como
biofertilizantes. En este trabajo se aislaron en medio selectivo (M9 + quitina coloidal) bacterias asociadas
a la rizosfera y filosfera de plantas de banano (AAA, clon enano gigante) en produccion comercial.
Posteriormente se determiné cuales de las cepas capaces de producir acido indol- acético (AIA).
Finalmente, el sobrenadante de cultivo en M9 + quitina coloidal de cada cepa aislada se inoculd sobre
ascosporas vivas de M. fijiensis para evaluar su capacidad de inhibicion. Se aislaron tres cepas con
propiedades quitinoliticas, dos de rizosfera (Res R-01 y Res R-02) y una de filosfera (Res F), las cuales
inhibieron 76.8%, 61.5% y 75.7% la elongacion del tubo germinativo, respectivamente. La cepa Res F
fue la unica que produjo AIA a partir de L-triptofano. Las tres cepas quitinoliticas aisladas tienen
potencial como agentes de biocontrol de M. fijiensis, dada su capacidad de inhibicion in vitro, mientras
que la cepa Res F podria ser, ademas, un candidato agente promotor de crecimiento en banano.

Isolation of antagonistic bacteria of Mycosphaerella

fijfensis Morelet and growth promoters in banana
(Musa AAA)

Abstract

The Black Sigatoka Disease (BSD) is caused by the ascomycete Mycosphaerella fjiensis Morelet, a
highly virulent pathogen in triploid banana plantations (Musa AAA). Management of the BSD is mainly
achieved by weekly-aerial sprayings of chemical fungicides that provoke environmental pollution and
potential hazardous effects on human health. There are reports about of the potential of plant-associated
microorganisms (leaf, fruit, stem and root-associated) as candidate biocontrol agents of phytopathogens
and as biofertilizers. In this work we isolate banana phyllosphere and rhizosphere-associated bacterial
strains in salt broth M9 + colloidal chitin, to test their ability to produce indol- acetic acid (IAA) and to
evaluate the antifungal activities of the bacterial chitinolytic culture supernatants on M. fijiensis
ascospore germination. Three chitinolytic bacterial strains were isolated, one phyllosphere-associated
(Res F) and two rhizospheric (Res R-01, Res R-02) strains. The chitinolytic culture supernatants of the
three isolates failed to inhibit ascospore germination but showed a germ tube inhibition of 75.7%, 76.8%
and 61.5%, respectively, as compared to untreated M. fijiensis ascospores. Only strain Res F produced
IAA from L-tryptophan. The three chitinolytic bacterial strains isolated from banana phyllosphere and
rhizosphere have the potential as biocontrol agents, as function of their in vitro antifungal activities
against M. fijiensis. Moreover, due to its ability to synthesize IAA, strain Res F is also a candidate as
plant growth promoter in banana plants.
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1. Introducciéon

El banano (Musa AAA) es una de las frutas tropicales mas
aceptadas por el mercado consumidor debido a sus precios
bajos, sabor agradable, disponibilidad todo el afio y por su
aporte nutritivo en potasio, hierro y vitamina K (Garcia et al.,
2013). En 2018 se produjeron en México mas de 2 millones
de toneladas, de la cuales el estado de Chiapas contribuyo
con 29% de total nacional (SIAP, 2018).

La Sigatoka Negra (SN) es el principal problema fitosanitario
que afrontan los productores bananeros de todo el mundo,
enfermedad que es causada por el hongo ascomiceto
Mycosphaerella  fijiensis ~ Morelet  (teleomorfo) y
Pseudocercospora fijiensis Morelet (anamorfo), patdégenos
altamente virulentos que pueden ocasionar pérdidas de hasta
el 100% de la cosecha si no se mantienen los niveles de
infeccion por debajo del umbral econdmico (Arango et al.,
2016; Churchill, 2011). Altos indices de infeccion de SN
provocan necrosis foliar, baja tasa fotosintética, debilidad,
maduracion prematura, rendimientos bajos y de baja calidad,
no aptos para la comercializacion (Luna-Moreno et al., 2019).
De manera convencional, los productores de banano aplican
fungicidas quimicos para el manejo de la SN, pero con la
aparicion de cepas resistentes de M. fijiensis a los fungicidas,
el manejo de la SN se ha vuelto méas complicado (Yafiez-
Lopez et al., 2012). Aunado a esto, el sobreuso de insumos de
sintesis quimica ha generado problemas en la salud humana
y en el ambiente (Budzinski y Courdechet, 2018).
Recientemente se ha reportado el potencial de
microorganismos asociados a las plantas (principalmente a
las hojas, tallos y raices), los cuales podrian ser candidatos
para el biocontrol de patéogenos y como biofertilizantes,
reduciendo con su implementacion el impacto ambiental
causado por la fertilizacion y el control quimico (Gonzélez y
Fuentes, 2016). Distintos trabajos han mostrado el potencial
de diversas cepas de Bacillus, Gluconacecetobacter,
Corynebacterium, Micrococcus, Pseudomonas y
actinomicetos, como candidatos agentes de biocontrol de
fitopatdgenos en diferentes cultivos agricolas (Badia et al.,
2011; Rios et al., 2016; Sudrez y Rangel, 2014). Dentro de
estas cepas microbianas destacan aquellas que son capaces
de producir enzimas micoliticas (como las quitinasas) que
degradan la quitina estructural de las paredes celulares de los
hongos fitopatdgenos, algunas de las cuales ya han sido
reportadas contra M. fijiensis (Ceballos et al, 2012;
Gutiérrez-Romaén et al., 2015; Moreno-Castillo et al., 2016).
Otros mecanismos de accioén de los agentes de biocontrol,
aparte de la lisis, son el micoparasitismo, la competencia por
nutrientes, la antibiosis, la tolerancia a factores ambientales
adversos y la promocioén del crecimiento vegetal, como
condicionante de un estado inmunolégico vegetal fuerte
(Suarez y Rangel, 2014). Una de las cualidades principales
de los promotores de crecimiento vegetal es la produccion de
fitohormonas, como el 4cido indol- acético (AIA), el cual es
absorbido y utilizado por la planta (Kandel et al., 2017). Esta
hormona vegetal es normalmente sintetizada a partir del L-
triptofano en la rizosfera o en la filosfera de las plantas y se
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ha reportado como una molécula sefial importante entre
planta y microorganismo para la promocion del crecimiento
(Hardoim et al., 2008; Spaepen et al., 2007). De esta manera,
una de las formas mas empleadas para determinar el
potencial de microorganismos como posibles promotores de
crecimiento vegetal, es determinar su capacidad de producir
AIA a partir de L-triptéfano (Sziderics et al., 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar bacterias
quitinoliticas residentes de la filosfera y rizosfera del banano,
asi como evaluar su actividad inhibitoria sobre ascosporas de
M. fijiensis y determinar de manera cualitativa su capacidad
para producir acido indol- acético (AIA) a partir de L-
triptéfano.

2. Materiales y métodos

2.1. Aislamiento de bacterias quitinoliticas residentes de
rizosfera y filosfera

Las muestras se obtuvieron de la plantacion de banano (clon
Enano Gigante) finca Carlota, de nueve afios, en produccion,
suelo de tipo luvisol, textura franca, capa arable de
aproximadamente 75 cm, localizado en el municipio de
Tapachula Chiapas, México. Bajo condiciones de esterilidad
se tomaron 5 g de suelo de rizésfera o de tejido foliar y se
colocaron en 50 mL de buffer de sodio fosfato 0.1 M +
Tween 80 (pH 7) 0.1% a 170 rpm por una hora (Ceballos et
al., 2012). Alicuotas de 1 mL de esta suspension se
inocularon por triplicado en matraces conteniendo medio
minimo M9 + quitina coloidal 1% + 1 g L' de extracto de
levadura (5 dias, 120 rpm 26 °C) (Moreno-Castillo et al.,
2016). La presencia de actividad quitinasa extracelular se
confirmé mediante la reaccion del sobrenadante de cultivo
con el sustrato cromogénico 4-PNG (Sigma) siguiendo el
protocolo de Park et al. (2000). Posterior a la incubacion,
estas suspensiones se estriaron sobre agar nutritivo y se
incubaron por 48 h a temperatura ambiente, para
posteriormente seleccionar las cepas con mayor crecimiento
y resembrarlas en agar nutritivo bajo las mismas condiciones
hasta lograr su purificacion. Las cepas puras se guardaron en
glicerol (30%) a -8 °C.

2.2. Determinacion de la produccion de dacido indol- acético
Las cepas puras se reactivaron e inocularon por triplicado en
medio de crecimiento liquido (glucosa 5 g L' + 0.025 g L*!
de extracto de levadura +0.204 g L' de L-tript6fano) durante
3 dias a 120 rpm y 26 °C. Un control negativo (sin indculo)
fue también preparado (Sziderics et al., 2007). La
determinacion cualitativa de la produccion de acido indol-
acético (AIA) se hizo mediante una prueba colorimétrica. El
sobrenadante de cultivo en medio de crecimiento
(previamente centrifugado a 6708 g por 5 min) se hizo
reaccionar con 2 mL de reactivo de Salkowsky (0.3 g de
FeCls en 8.14 mL de H2SOs concentrado y 1.86 mL de agua
destilada) por 30 min en oscuridad y a temperatura ambiente
(Glickmann y Dessaux, 1995). Una coloracioén rosa-purpura
indic6 la presencia de AIA en el sobrenadante de cultivo. Un
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control positivo con acido 3-indol acético (Sigma) fue
ademas preparado (100 ug mL™!) con fines de comparacion.

2.3. Efecto del sobrenadante de medio de cultivo M9 sobre
ascosporas de M. fijiensis

El procedimiento de descarga de ascosporas se realizd de
acuerdo con la metodologia descrita por Gutiérrez-Roman et
al. (2015) y Moreno-Castillo et al. (2016); lesiones en estadio
6 (escala de Fouré) presentes en hojas de banano infectadas
con M. fijiensis se colectaron en campo y fueron colocadas
en camara himeda por 48 h. Posteriormente se seleccionaron
bajo el estereoscopio, las lesiones con abundantes
pseudotecios maduros sobre el haz y préximos a esporular,
las cuales se engraparon a cartulinas de 5x5 cm dejando el
haz expuesto. Las lesiones se lavaron en agua corriente por
15 min, se elimind el exceso de agua con papel toalla y se
colocaron dentro de las tapas de cajas Petri de vidrio (45 mm
de didmetro) cuyas bases contenian agar-agua al 1.5%. Las
cajas de Petri se cerraron y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, se localizaron
las ascosporas sobre el agar y se marcaron con aguja estéril.
El sobrenadante de las cepas bacterianas cultivadas en medio
M9 + quitina coloidal (preparado fresco), fue centrifugado y
filtrado en membrana de nitrocelulosa (0.45 pm).
Posteriormente, 50 pL del sobrenadante se inocularon sobre
las ascosporas vivas de M. fijiensis inmediatamente después
de ser descargadas y marcadas sobre el agar-agua 1.5%.
Después de 24 h de incubacion a temperatura ambiente, el
crecimiento de las ascosporas fue detenido con unas gotas de
solucion de lactofenol, para posteriormente ser fotografiadas
bajo el microscopio. La longitud de 100 tubos germinativos
por tratamiento fue medidos y comparados con las longitudes
de los tubos germinativos del testigo (ascosporas a libre
germinacioén y crecimiento), para calcular el porcentaje de
inhibicion observado en cada tratamiento.

2.4 Andalisis de datos
Los datos obtenidos de todas las variables se presentan como
la media y desviacion estandar.

3. Resultados y Discusion

Se aislaron dos cepas bacterianas de rizésfera y una de
filésfera de plantas de banano clon Enano Gigante,
codificadas como Res R-01, Res R-02 y Res F,
respectivamente. Se confirmé la actividad quitinolitica de las
tres cepas aisladas, ya que el sobrenadante de cultivo
bacteriano en M9 + quitina coloidal degradé el sustrato
cromogénico 4-PNG, tornando la reaccién amarilla (no
mostrado). Por las condiciones de crecimiento y morfologia
colonial, es probable que las cepas aisladas pertenezccan al
género Bacillus, género que parece ser comun estar asociado
con plantas de banano (Ceballos et al., 2012). Estos autores
aislaron cepas bacterianas de la filésfera del banano y
caracterizaron la actividad antifingica de los sobrenadantes
de cultivo sobre la germinacion de ascosporas y crecimiento
micelial de M. fijiensis. De 648 aislados, el sobrenadante del
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44% de las cepas, mostraron valores de inhibicion por arriba
del 75%, las cuales eran en su mayoria Bacillus y en una
menor proporcidon Paenibacillus. El género Bacillus también
ha sido reportado como productor de enzimas liticas con
actividad antifungica (glucanasas y quitinasas) (Villarreal-
Delgado et al., 2017). Se ha correlacionado el éxito de los
agentes de biocontrol con la producciéon de enzimas liticas,
principalmente quitinasas, mediante las cuales los
microorganismos antagonistas degradan la quitina estructural
contenida en la pared celular de los hongos fitopatogenos,
hidrolizando el enlace glucosidico B (1,4) entre mondémeros
de N-acetil-glucosamina (GIcNAC) que constituyen al
biopolimero para generar oligdbmeros y monomeros de bajo
peso molecular que usan como fuente de carbono (Swiontek
et al., 2014). La actividad antifingica de las quitinasas tiene
lugar por su interaccion con la membrana citoplasmatica de
células fungicas, provocando la formaciéon de poros y un
desbalance osmotico, lo que desencadena la muerte celular
de los microorganismos fitopatdgenos (Villarreal-Delgado et
al., 2017).

Asimismo, los sobrenadantes quitinoliticos de las cepas Res
R-01, Res R-02 y Res F, obtenido del cultivo en medio M9 +
quitina, no inhibieron la germinacién de las ascosporas de M.
fijiensis pero inhibieron en 76.8%, 61.5% y 75.7% la
elongacion del tubo germinativo con respecto al testigo,
respectivamente (Figura 1). Ceballos et al. (2012) reportaron
la inhibicién del crecimiento de los tubos germinativos de M.
fijiensis usando cepas de Bacillus subtilis (94% de
inhibicion), Bacillus amyloliquefaciens (93%) y Bacillus
pumilus (92%). Moreno-Castillo et al. (2016) lograron una
inhibicion cercana al 100% en la germinacion de ascosporas
y en la elongacién del tubo germinativo de M. fijiensis con el
sobrenadante de Streptomyces galilaeus CFFSUR-B12,
mientras que una suspension celular de la cepa quitinolitica
Serratia marcescens CFFSUR-B2 inhibié en 100% la
germinacion de ascosporas de M. fijiensis (Gutiérrez-Romén
etal., 2015). Hernandez et al. (2018) reportaron que cepas de
Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis y Stenotrophomonas
rhizophila inhibieron 81-93%, 51-69% y 90-98%,
respectivamente, la germinaciéon de hongos fitopatogenos
como Colletotrichum gloeosporioides (Antracnosis de la
papaya y mango).

Por otro lado, la cepa Res F fue la tinica que produjo acido
indol- acético a partir de L-triptéfano (Figura 2). Se han
reportado cepas bacterianas productoras de acido indol-
acético (AIA) en diversos cultivos como el arroz, frijol y
tomate (Flores-Marquez et al., 2017), las cuales tienen el
potencial de ser usadas como biofertilizantes, ya que
promueven procesos fisiolégicos que incluyen el
alargamiento y la division celular, diferenciacion de tejido,
fototropismo, gravitropismo, respuestas de defensa, entre
otros. Dentro de estas cepas, Bacillus también ha sido
reportado como promotor de crecimiento en una variedad de
plantas (Vega-Celedon et al., 2016).
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion a 24 h (promedio+desviacion estandar) del tubo germinativo de ascosporas de M. fijiensis inoculadas
con el sobrenadante quitinolitico bacteriano de las cepas b) Res F (aislada de filosfera), c) Res R-01 (de rizosfera) y d) Res R-02 (de
rizosfera) de banano. Se muestra el crecimiento de las ascosporas testigo a) sin tratamiento. Aumento 10X.

Los resultados de este trabajo son preliminares y se requiere
de mas investigacion tanto in vitro como in planta para poder
determinar el desempefio de las cepas como agentes de
biocontrol de M. fijiensis y como biofertilizantes en plantas
de banano.
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Figura 2. Deteccion colorimétrica de acido indol- acético (AiA) en
sobrenadante de cultivo bacteriano. a) control con AIA (sigma), b)
Res R-01, ¢) Res F, d) Res R-02.

4. Conclusion

En el presente trabajo se aislaron tres cepas con propiedades
quitinoliticas, dos asociadas a la rizésfera y una asociada a la
filosfera de plantas de banano. Los sobrenadantes de cultivo
de las cepas aisladas, codificadas como Res R-01, Res R-02
y Res F, no inhibieron la germinacioén de las ascosporas de
M. fijiensis, pero si redujeron la elongacion del tubo
germinativo en 76.8%, 61.5% y 75.7%, respectivamente. Las

cepas aisladas, solamente la cepa Res F fue capaz de
sintetizar AIA a partir de L- triptéfano, razén por la cual
puede ser considerada como un potencial promotor de
crecimiento en plantas de banano.
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