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Capacidad probidtica preliminar de bacterias acido

lacticas aisladas de diferentes fuentes

Antonia Aleli Vazquez-Ortiz, Alfredo Vazquez-Ovando*, Sonia Ruiz-
Gonzilez, Gemelli Lépez-Martinez, Maria Guadalupe De Gyves-
Cordova, José David Mejia-Reyes

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

Resumen

El consumo regular de bacterias probioticas resulta en beneficio de la salud. Los objetivos de este estudio
fueron primeramente aislar bacterias acido lacticas (BAL) de diversas fuentes y evaluar su capacidad
para inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas, y posteriormente caracterizar preliminarmente su
capacidad probiotica junto a 9 cepas aisladas de trabajos previos. De este estudio, se aislaron 34 cepas
de diferentes fuentes en agar MRS, de las cuales 16 fueron catalasa y oxidasa negativas y Gram positivas.
A estas cepas se les evalud su capacidad para inhibir a Salmonella sp. Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El total de las cepas present6 actividad antibacteriana. Las
cepas que mostraron actividad antimicrobiana inhibieron a uno o mas patégenos. La cepa IAMm4
destaco por inhibir a los cuatro patdogenos, ademas de obtener el valor mas alto del halo de inhibicion
contra S. aureus (25.37 mm). Similarmente, la cepa TEJ10m3 exhibié un halo de 24.37 mm contra
Salmonella sp. y la cepa AGCm3 un halo de 24.47 mm contra E. coli. Ademas de las 16 cepas aisladas
se incluyeron 6 cepas aisladas en un trabajo previo. A las 25 cepas se evalud su capacidad para crecer a
pH 6.5, 3.0 y 2.5 y la susceptibilidad a antibidticos. Las cepas CM4.C2.2 y FM4.CI.2, logran sobrevivir
a pH 3.0 y las cepas AGCm3 y QM2C1 lograron sobrevivir a pH 2.5. Para ninguno de los antibi6ticos
empleados se observo resistencia en el total de las 25 cepas evaluadas. Estos resultados demuestran que
las cepas pueden ser usadas como potenciales probioticos. Estudios complementarios pueden ayudar a
clarificar la naturaleza probiotica, asi como la identidad de las cepas aqui presentadas.

Preliminary probiotic ability of lactic acid bacteria

isolated from several sources

Abstract

Regular consumption of probiotic bacteria results in health benefits. The objectives of this study were:
firstly, to isolate lactic acid bacteria (LAB) from various sources and evaluate their ability to inhibit the
growth of pathogenic bacteria, and secondly to preliminarily characterize their probiotic capacity
together with 6 strains isolated from previous work. From this study, 34 strains were isolated from
different sources on MRS agar, of which 16 were catalase and oxidase negative and Gram positive. These
strains were evaluated for their ability to inhibit Salmonella sp. Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. All the strains showed antibacterial activity inhibited one or more
pathogens. The IAMm4 strain stood out for inhibiting the four pathogens, in addition to obtaining the
highest value of the inhibition diameter against S. aureus (25.37 mm). Similarly, strain TEJ10m3
exhibited a diameter of 24.37 mm against Sa/monella sp. and the AGCm?3 strain a diameter of 24.47 mm
against . coli. In addition to the 16 isolates, 6 isolates from a previous study were included to assess
their ability to grow at pH 6.5, 3.0 and 2.5 and their susceptibility to antibiotics. The CM4.C2.2 and
FM4.CI.2 strains managed to survive at pH 3.0 and the AGCm3 and QM2Cl strains managed to survive
at pH 2.5. For none of the antibiotics used, resistance was observed in the total of the 25 strains evaluated.
These results demonstrate that the strains can be used as potential probiotics. Complementary studies can
help to clarify the probiotic nature, as well as the identity of the strains.
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1. Introduccién

Las bacterias acido lacticas (BAL) desempefian un papel
importante en los sectores alimentarios, agricolas y clinicos
(Szutowska y Gwiazdowska et al., 2021). Este grupo de
bacterias incluye a cuatro géneros que son las mas
ampliamente  utilizadas, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus 'y Streptococcus (Zheng et al., 2020). Su
actividad metabolica consiste en utilizar el azicar disponible
para producir ademas de los metabolitos primarios una serie
de metabolitos secundarios entre los que se encuentran los de
naturaleza  antimicrobiana como 4cidos  organicos
(principalmente 4cido lactico y acético), diacetaldehido,
reuterina 'y bacteriocinas (Lavermicocca et al.,, 2021).
Muchas de las BAL son consideradas bacterias probidticas,
principalmente aquellas que han demostrado alto potencial
para ejercer efectos benéficos para la salud humana (Dos
Santos et al., 2021). Dentro de los principales beneficios, se
ha reportado que ayudan a la reduccion del pH en el intestino,
producen enzimas digestivas, recolonizan y restablecen la
biota intestinal, producen péptidos bioactivos, mejoran la
absorcion de calcio, son resistentes al dcido y la bilis ademas
de estimular la respuesta inmune del hospedador e influir en
actividades metabolicas tales como la produccién de
vitaminas y asimilacion de colesterol (Lemme et al., 2021).
Sin embargo, su uso también supone una preocupacion y es
referente a la transmision de genes de resistencia a
antibioticos hacia bacterias patdgenas en el intestino; por lo
tanto, es altamente deseable que los probidticos sean
sensibles a los antibidticos prescritos comiinmente en baja
concentracion (Fernandez-Roblero et al., 2020).

En la actualidad, las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), ocasionan problemas de salud a nivel
mundial, ya que alrededor del 70% de las diarreas se originan
por la ingestion de alimentos contaminados por
microorganismos (Zuiiga et al., 2017). La Organizacion
Mundial de las Salud (OMS) estima que, en el mundo, la
incidencia anual de diarreas es de 1 500 millones de casos, y
3 millones de nifios menores de cinco afios mueren
anualmente por esta misma causa (Olea et al., 2019). Las
especies de microorganismos mas comunmente implicadas
en estos casos son Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Salmonella spp. (Bai et al., 2021).
Ante el problema de resistencia a los antibioticos, las BAL
probidticas son una opcion viable para controlar patdogenos,
por lo que existe una busqueda constante de este tipo de
microorganismos.

La busqueda de tales probioticos ha llevado a que sean
aislados de diversas fuentes, principalmente de alimentos y
bebidas fermentados, frutas y vegetales (Swain et al., 2014).
Verén et al. (2017) aislaron a partir del jugo de nopal
fermentado 17 BAL y reportan que la mayoria de las cepas
fueron resistentes a pH 3, pero solo 3 cepas (S-22, S-811 y S-
TF2) sobrevivieron a pH 2. Del mismo modo, Sakandar et al.
(2019) aislaron tres cepas de BAL de frutas (melocotén,
platano y kiwi) y cinco de flores (girasol, narciso, rosa
amarilla y rosa rosa); todas las cepas mostraron
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supervivencia a los diversos niveles de pH probados (2, 2.5,
3y 7.4). También se reporta que L. kunkeei presenta elevada
tolerancia a las sales biliares mientras que L. plantarum
ATCC 14917 exhibe tolerancia media (Sakandar et al.,
2019). Los entornos relacionados con las abejas meliferas
(Apis mellifera) también han sido fuente de BAL con
potencial probidtico; Bulgasem et al. (2016) aislaron 25 BAL
de muestras de miel, cuatro de estas cepas mostraron
actividad antimicrobiana contra Candida spp. y se
identificaron como Lactobacillus plantarum, L. curvatus,
Pediococcus acidilactici y P. pentosaceus. Hamdy et al.
(2017) aislaron dos cepas de BAL (N4 y N5) a partir del
intestino de abeja y miel, éstas cepas demostraron ser termo
y halo tolerantes, ademas que exhibieron resultados
prometedores en las pruebas de tolerancia a condiciones
acidas, alcalinas, sales biliares y pancreaticas, prueba de
susceptibilidad a antibidticos. Karami et al. (2017) evaluaron
el efecto antagonista de BAL aisladas de productos lacteos y
reportan efecto inhibitorio contra S. aureus, Bacillus subtilis
y Pseudomonas aeruginosa con halos de inhibicion mayores
a 15 mm. Falfan-Cortés et al. (2022) aislaron cepas de BAL
con actividad antagonista contra L. monocytogenes y S.
aureus, las cepas con mayor actividad antagonista fueron
nueve aislados de muestras de pulque, frijoles germinados,
queso ranchero y queso Tenate con halos de inhibicion de
entre 17.0 y 19.3 mm.

Muchos estudios han demostrado que las BAL son las
mejores candidatas para utilizarse contra las bacterias que
producen ETA. Sin embargo, como se reporta podrian ser
mas utiles aquellas que ademas de inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas exhiban otras caracteristicas probioticas
como, tolerancia a pH 4cido, tolerancia a sales biliares y
sensibilidad a los antibiéticos (Frakolaki et al., 2021). Por lo
anterior el presente trabajo tuvo como objetivos, primero
aislar bacterias acido lacticas de diversas fuentes con
capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas;
posteriormente realizar pruebas adicionales para caracterizar
el potencial probidtico tanto de las bacterias aisladas en este
estudio como de bacterias aisladas en trabajos previos que
exhiben actividad antimicrobiana.

2. Materiales y métodos

2.1. Bacterias acido lacticas

Se colectaron 16 tipos de muestras diferentes. Estas
incluyeron vegetales como tomate (Solanum Ilycopersicum
L.), cebolla (Allium cepa), papa (Solanum tuberosum),
lechuga (Lactuca sativa), zanahoria (Daucus carota), nopal
(Opuntia ficus-indica), naranja (Citrus X sinensis). También
se realizaron muestreos de bebidas fermentadas como el
tepache (elaborada a partir de jugo y trozos de pifia), tejuino
(elaborado a base de atole de maiz fermentado) y aguamiel
de cacao (liquido claro extraido de la fermentacion del
mucilago del cacao). Otras muestras incluyeron productos de
la colmena (miel y propdleo de Apis mellifera); asi como
intestinos de abejas sin aguijon (Scaptotrigona mexicana) y
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abejas europeas (4. mellifera). Para los aislamientos se siguio
el procedimiento descrito por Ferniandez-Roblero et al.
(2020).

Para las muestras vegetales, primeramente, se aseptizaron
por 5 min con una solucién de hipoclorito de sodio (200
ppm), luego se lavaron con alcohol al 70% y se enjuagaron
con agua estéril. Posteriormente se cortaron 100 g de vegetal
con un bisturi estéril, se macerd y se colocd en 100 mL de
caldo MRS por 24 h. Transcurrido el tiempo, se tomaron 100
pL de cada suspension y se sembraron por triplicado en agar
Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Todas las placas de Petri
inoculadas fueron incubadas por 48 h a 37 °C en
anaerobiosis.

Para el aislamiento de las BAL de las bebidas fermentadas,
se tomaron directamente 100 pL de los diferentes fermentos
agua miel de cacao, tepache y tejuino y se inocularon por
triplicado en placas de Petri conteniendo agar MRS. Este
procedimiento se realizo por triplicado. Todas las placas de
Petri inoculadas fueron incubadas por 48 h a 37 °C en
anaerobiosis.

Para la extraccion de biota intestinal primeramente se
esterilizaron las abejas, sumergiéndolas en alcohol al 70%
por 5 min, posteriormente se sumergieron en agua estéril
durante 5 min. Seguidamente con un bisturi estéril se
cortaron las extremidades dejando solamente el estomago
para la extraccion de los intestinos. Se tomaron 0.5 g de tejido
intestinal y se colocaron en 100 pL de agua peptonada,
posteriormente se macerd con una varilla estéril y se
homogenizé la mezcla. Se tomaron 100 pL y se depositaron
en placas de Petri conteniendo agar MRS. Todas las placas
de Petri inoculadas fueron incubadas por 48 h a 37 °C en
anaerobiosis. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.
Al observar crecimiento bacteriano, se seleccionaron
colonias diferentes basadas en su morfologia (tamafio, forma
y color). Estas colonias se resembraron de manera individual
en placas con agar MRS hasta lograr cultivos axénicos. A
cada una de las cepas se realizaron las pruebas bioquimicas
de catalasa, oxidasa y tincién de Gram para seleccionar a las
presuntas BAL (Barrios-Roblero et al., 2019).
Adicionalmente, se emplearon nueve cepas de BAL
previamente aisladas de productos lacteos por Galvez-
Medina et al. (2023) las cuales fueron seleccionadas con base
en su capacidad para inhibir el crecimiento tanto de bacterias
patdgenas para el ser humano como de hongos que deterioran
a los vegetales. Las cepas estan codificadas como CM3.C2,
FM4.C1.2, CMI1.C1, QMI1.C5, CM4.C2.2, QM2.Cl,
DCM3.C2.1, FM1.C3, FMI1.Cé6.1. Estas cepas fueron
proporcionadas por el cepario de Instituto de Biociencias de
la Universidad Auténoma de Chiapas (IBC-UNACH) y
cultivadas al menos dos veces en caldo y agar MRS hasta
observar la morfologia tipica de la cepa y viabilidad.

2.2. Bacterias patogenas

Las cepas de bacterias patdgenas al ser humano fueron
proporcionadas por el cepario del IBC-UNACH. Para la
reactivacion de las cepas patogenas se siguid el método
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descrito por Guzman-Hernandez et al. (2016). La cepa de
Salmonella sp. fue reactivada en caldo selenito-cisteina y
purificada en caldo tetrationato. Después de 24 h se tomo una
asada de cada medio y se sembr6 por estria cruzada en los
medios agar Salmonella-Shigella, agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) y agar MacConkey incubandose a 37 °C
por 24 h. Para la reactivacion de L. monocytogenes las cepas
fueron sembradas en medio selectivo Oxford, las placas
sembradas fueron incubadas por 48 h a 37 °C. Para la
reactivacion de las cepas de S. aureus y E. coli se sembraron
en placas de Petri conteniendo agar Baird-Parker (BPA)
suplementado con telurito de potasio y emulsion de yema de
huevo. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 48 h. Se
seleccionaron aquellas colonias negras con halo transparente.

2.3. Capacidad antibacteriana de las BAL

Para las cepas de BAL aisladas en el presente estudio se
evalud la capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias
patégenas por el método de la gota sobre la superficie
(Galvez-Medina et al., 2023). Colonias puras se transfirieron
a tubos que contenian 5 mL de caldo MRS y se incubaron a
37 °C durante 24 h, posteriormente fueron sembrados en
forma de punto con una micropipeta (20 pL) sobre placas de
agar MRS e incubadas en condiciones anaerobias por 12 h a
37 °C.

Las bacterias patdgenas se incubaron de manera individual
en tubos con 5 mL de caldo infusion cerebro-corazén (BHI)
(Oxoid) a 37 °C durante 12 h. Luego se transfirieron 100 pL
de la suspension a 10 mL de caldo BHI fresco. La mezcla se
completd con 0.75% de agar-agar y se coloco en bafio Maria
a 45 °C. Cada mezcla conteniendo células de la bacteria
patdgena se vertié (superpuso) en las placas con medio MRS
previamente cultivadas con BAL. Después de la semi-
solidificacion completa de la capa superior, las placas fueron
incubadas durante 24 h a 37 °C. La actividad antagoénica de
las BAL contra las bacterias patogenas se confirmé mediante
la formacion de halos de inhibicion. Se midi6 el diametro de
la zona de inhibicion (mm) alrededor de las colonias de las
BAL con un calibrador vernier (tres veces en diferentes
direcciones). Como control se utilizaron placas que
contenian agar MRS a los que se agregaron 20 uL de agua
destilada en vez de cultivo de las BAL, vertiendo la
suspension de agar BHI conteniendo las bacterias patdgenas.
Las cepas de BAL que exhibieron actividad antibacteriana
fueron elegidas para las pruebas posteriores.

2.4. Pruebas adicionales de potencial probiotico

Las cepas aisladas que dieron negativo a las pruebas de
oxidasa y catalasa, coloracion violeta en la tincion de Gram,
morfologia bacilar o bacilo-cocos, asi como positivo en la
prueba de inhibicién de patégenos fueron seleccionadas para
determinar otras caracteristicas de potencial probidtico in
vitro. Se incluyeron en esta prueba a las nueve cepas
obtenidas del cepario provenientes del estudio de Galvez-
Medina et al. (2023).
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2.4.1. Tolerancia a pH dcido

De cada una de las cepas aisladas se tomaron dos asadas y se
inocularon en 5 mL de caldo MRS contenido en tubos de
ensayo con tapa rosca de 16 mL de capacidad y se dejé en
agitacion por 24 h a 30 °C. Posteriormente se centrifugd
(Centrifuga 5403, Eppendorf) a 8800 g durante 10 min a 4
°C, se retiro el sobrenadante y el agregado celular se lavé dos
veces con 5 mL (cada vez) de buffer fosfato salino (PBS, pH
7.2), centrifugando a 2380 g durante 5 min para finalmente
obtener el sedimento y resuspenderlo en 1.5 mL de PBS. De
esta suspension de células, por triplicado se tomaron 50 pL
para inocularlos en viales de 2 mL de capacidad conteniendo
950 uL de medio MRS fresco y ajustados a uno de tres pH,
2.5,3.0y 6.5 con HCI 1N. Los tubos se dejaron en agitacion
por 4 h a 30 °C, determinando cada 60 min el crecimiento
celular (absorbancia a 560 nm) en un espectrofotdmetro
marca Thermo Scientific GENESYS 20 (Noriega et al.,
2004), usando caldo MRS fresco como blanco.

2.4.2. Resistencia a antibidticos

Se evalu6 mediante la prueba de difusion en agar
recomendada por National Committee for Clinical
Laboratory Standards con las cepas activadas en caldo MRS
a 37 °C durante 24 h y multidiscos combinados de
antibioticos (BIO-Rad™) conteniendo amikacina (30 pg),
ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), dicloxacilina (1 pg), enoxacina (10
ng), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), netilmicina
(30 pg), penicilina (10 pg), timetoprim-sulfametoxazol (25

He).

2.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos de las pruebas de inhibicion fueron
sometidos a andlisis de varianza y posterior comparacion
multiple de rangos por el procedimiento de diferencia
minima significativa (LSD) de Fischer (a=0.05), usando el
software estadistico Statgraphics Centurion XV Version
15.2.06. Los demas datos se presentan como promedios de
las repeticiones y, a partir de los datos de las cinéticas de
crecimiento a distintos pH se calculé la velocidad de
crecimiento (h™).

3. Resultados y Discusion

3.1. Aislamiento y seleccion de bacterias dcido lacticas

De las 14 muestras analizadas, se lograron aislar y purificar
34 cepas con caracteristicas de colonia morfologicas
presuntivas para bacterias acido lacticas. Después de realizar
las pruebas bioquimicas, se seleccionaron Unicamente las
cepas que dieron negativo a las pruebas de catalasa y oxidasa,
asi como positivo en la tincién Gram, quedando un total de
16 cepas. Las morfologias de colonia méds comunes de las
bacterias fueron formas circulares, puntiformes, de color
blanco y de consistencias cremosa. Todas mostraron borde
redondo y superficie plana, a excepcion de las cepas NOml
y NAm2 que mostraron forma fusiforme, color blanco, con
texturas planas y consistencias cremosas. De las 16 cepas
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seleccionadas, 3 cepas se aislaron de tejuino, 1 de tepache, 1
de aguamiel de cacao, 1 de tomate, 1 de cebolla, 1 de lechuga,
1 de papa, 1 de zanahoria, 1 de nopal, 1 de naranja, 2 de
intestino de abeja, 1 de miel y 1 de propoleo. En nuestro
grupo de trabajo previamente se han aislado BAL de
muestras de tepache y tejuino con capacidad antifungica
(Barrios-Roblero et al., 2019), de miel de abejas sin aguijon
con capacidad probiotica (Fernandez-Roblero et al., 2020)
pero no de frutas o de intestinos de abejas. Se aislaron BAL
de tipo cocobacilos Gram positivos con forma oval del
intestino de abejas meliponas, diplobacilos Gram positivos
con forma ligeramente curvados del aguamiel de cacao y
estreptobacilos Gram positivos con formas fusiformes
reunidos en cadenas por los extremos de muestras de naranja
y nopal. Estas morfologias son similares a las reportadas por
Nuryshev et al. (2016).

3.2. Capacidad antibacteriana de las BAL

A las 16 cepas de BAL se realizaron pruebas de antagonismo.
Todas las cepas presentaron actividad inhibitoria de los
patégenos; la mayoria de las cepas presentaron actividad a
mas de un género de patdgeno a excepcion de la cepa TOml
que solo presentd actividad contra L. monocytogenes
(Cuadro 1).

Sobresalen por su capacidad las cepas NOm1, ZAm1, CEml1,
AGCm3, TEPSm3, TEJIm3, TEJ7m3, TEJ10m3, ISMm4,
IAMm4, MAMmS, PAMmS5, mostrando actividad
antagénica contra los cuatro géneros de patdgenos probados
en este estudio (Cuadro 1). Los halos de inhibicion
presentaron tamafios que van desde 1.67 mm hasta 25.37
mm. La cepa IAMm4 destaca por inhibir a los cuatro
patégenos; con valores de 24.33 mm contra L.
monocytogenes, ademas de obtener el valor mas alto del halo
de inhibicion contra S. aureus (25.37 mm). La cepa TEJ10m3
present6 actividad antagoénica contra los cuatro patégenos
teniendo halos de inhibicion hasta de 24.37 mm contra
Salmonella sp. y 22.70 contra E. coli. Del mismo modo, la
cepa AGCm3 provoco halos de 24.47 mm contra E. coli. y
24.36 mm contra L. monocytogenes (Cuadro 1).

Los valores obtenidos fueron mayores a los valores reportado
por Falfan-Cortés et al. (2022). De Medeiros et al. (2021)
reportan cepas de L. brevis y L. rossiae aisladas de chile
jalapefio con actividad contra E. coli y Salmonella sp. con
halos de inhibicion similares a los reportados en nuestro
estudio. Jung et al. (2021) aislaron cinco cepas de BAL que
exhibieron actividad contra E. coli y S. Typhi, reportando
diametros mayores a los 17 mm. Existen muchos metabolitos
responsables de la actividad antibacteriana de las BAL.
Péptidos antimicrobianos (Fugaban et al. 2022), acidos
organicos, acido fenil-lactico, y bacteriocinas son algunos de
los metabolitos secundarios que actian como mecanismo de
defensa contra los patégenos (Chikindas et al., 2018;
Todorov et al., 2019; Todorov et al., 2020).
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Cuadro 1. Didmetro (mm) de las zonas de inhibicion generadas por los aislados de bacterias del acido lactico

estudiadas contra microorganismos.

Cepa de BAL Salmonella sp. Listeria monocytogenes _ Staphylococcus aureus  Escherichia coli
TEJ10m3 24.37+0.73a 20.63+0.75bc 22.63+0.45b 22.70+0.47abc
AGCm3 23.78+0.73ab 24.36+0.75a 23.33+0.45ab 24.47+0.47a
CEml 22.7+0.73ab 22.60+0.75ab 21.49+0.45bc 19.87+0.47def
TEJ7m3 22.24+0.73abe 22.82+0.75ab 16.55+0.45d 23.48+0.47ab
TEJ1m3 20.50+0.73bcd 22.36:+0.75ab 21.50+0.45bc 20.27+0.47de
TEP5Sm3 18.82+0.73cd 21.13+0.75ab 22.23+0.45b 21.40+0.47bcd
IAMm4 18.08+0.73de 24.33+0.75a 25.37+0.45a 17.70+£0.47fg
ISMm4 18.06+0.73de 9.62+0.75¢f 19.734£0.45¢ 18.0£0.47efg
MAMmS5 14.68+0.73ef 17.24+0.75¢ 22.63+0.45b 23.90+0.47a
PAMmS 13.84+0.73f 21.41+0.75ab 15.95+0.45d 16.1240.47gh
NAm2 13.33+0.73f 11.29+0.75def 0.00+0.45¢ 16.65+0.47gh
NOml 9.31+0.73g 11.39+0.75def 22.22+0.45b 21.54+0.47bcd
ZAml 6.09+0.73¢g 13.56+0.75d 19.39+0.45¢ 14.46+0.47h
PAml 1.67+0.73h 10.21£0.75Def 0.00+0.45¢ 21.17+0.47cd
LEml1 0.00+0.73h 8.12+0.75f 0.00+0.45¢ 17.94+0.47fg
TOml 0.00+0.73h 12.2740.75de 0.00+0.45¢ 0.00+0.47i

Medias + error estandar. Valores con una letra comun no son significativamente diferentes (P>0.05).

Los halos de inhibicion de las cepas proporcionadas por el
cepario del IBC-UNACH van de 7.25 mm a 26.50 mm contra
los patégenos Salmonella sp., L. monocytogenes 'y S. aureus;
los valores puntuales pueden ser consultados en Galvez-
Medina et al. (2023).

3.3. Crecimiento a distintos pH

La acidez (pH bajo) es una de las barreras cruciales que las
BAL probidticas deben enfrentar para sobrevivir durante el
paso del estdbmago al intestino. Ademas, la presencia de BAL
como probidticos en productos alimenticios con alto
contenido de 4cido (pH bajo), como el yogur acido y los
encurtidos, provoca un estrés grave en estas bacterias (Mbye
et al., 2020). Algunas cepas no mostraron aumento en la
absorbancia a pH 6.5. Los valores de cero en la velocidad de
crecimiento (Cuadro 2) para varias cepas confirman la
ausencia de crecimiento. Lo anterior puede estar sugiriendo
mayor adaptacion de las BAL a los pH écidos. Sin embargo,
la cepa FM1.C3 mostré mayor crecimiento después de 4 h de
incubacion sobrepasando los 0.9 unidades de absorbancia,
seguida por la cepa CM4.C2.2 sobrepasando los 0.8 unidades
de absorbancia igual que la cepa FM4.C1.2 con el mismo
valor (Figura 1).

Algunas cepas sobrevivieron y crecieron a pH 3.0 después de
4 h de incubacion, tal es el caso de la cepa CM4.C2.2 que
logra crecer arriba de 0.9 unidades de absorbancia incluso
crece mejor que a pH 6.5. Ademads, esta cepa presentd la
velocidad de crecimiento mas alta a pH 2.5 (Cuadro 2). La
cepa AGCm3 muestra un crecimiento exponencial ya que
alcanza los 0.6 unidades de absorbancia partiendo de los 0.1
en el tiempo cero. Se ha reportado que algunas cepas de BAL
cuentan con mecanismos que les permiten sobrevivir en
condiciones tan 4acidas como pH de 2 (Mbye et al., 2020). La
cepa FM4.CL.2 también logra alcanzar los 0.7 unidades de
absorbancia partiendo de 0.4 en el tiempo cero como se
muestra en la Figura 3. La disminucién del crecimiento de las
bacterias que mostraron poca sobrevivencia a pH 2.5y 3
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podria deberse a que algunas de las bacterias necesitan mayor
tiempo de adaptacion, ya que al disminuir el pH también se
desequilibra la actividad metabdlica. Las BAL generalmente
son acidofilas, lo que significa que pueden tolerar pH's bajo,
pero cuando existen una gran cantidad de acidos libres (H"),
la sobrevivencia puede verse comprometida.

—e—2ZAm1 CEm1 NAmM2
TEJIm3

AGCm3 TEPSmM3

—e— TEJ7m3 —®—TEJIOM3  —e— ISMmd —e— IAMm4
—&— MAMMS —&— PANMmMS cms.c2

ami.cs amz.c.a
—®— FM1.C6.1 — —

1.0

FM4.C1.2 cmi1.c1

cma.c.2.2 —®—DCM3.C2.1 —&— FM1.C3

0.9

0.8

0.7

Absorbancia a 560 mn

Tiempo (h)
Figura 1. Cinéticas de crecimiento (absorbancia a 560 nm) a pH 6.5
de las cepas aisladas de diferentes fuentes.

Al comparar la cinética de crecimiento entre el pH 3.0
(Figura 2) y pH 2.5 (Figura 3) se observa similitud en el
comportamiento de adaptacion de las BAL. La cepa AGCm3
exhibid6 mayor tolerancia al acido a pH 2.5, presentando
valores de absorbancia de 0.1 en el tiempo cero y alcanzando
los 0.8 unidades de absorbancia a pH 2.5 (Figura 4),
alcanzando a este pH la mayor velocidad de crecimiento de
entre todas las cepas (Cuadro 2). La cepa QM2C1 también
mostr6 adaptacion significativa a pH 2.5, superando las 0.6
unidades de absorbancia a las 4 h, partiendo de una
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absorbancia de 0.1 en el tiempo cero, pero su velocidad de
crecimiento es baja (Cuadro 2).

Cuadro 2. Velocidad de crecimiento (h™!) de cada cepa de

BAL aisladas de diferentes fuentes a tres condiciones de pH.

Cepa pH 2.5 pH 3.0 pH 6.5
PAM1 0.00 0.02 0.01
NOM1 0.01 0.03 0.07
LEM1 0.05 0.04 0.08
TOM1 0.00 0.02 0.02
ZAM1 0.08 0.07 0.03
CEM1 0.07 0.02 0.01
NAM2 0.10 0.03 0.01
AGCm3 0.18 0.10 0.07
TEP5m3 0.01 0.02 0.02
TEJ1m3 0.02 0.02 0.01
TEJ7m3 0.02 0.02 0.02
TEJ10m3 0.02 0.02 0.08
ISMm4 0.09 0.09 0.01
IAMm4 0.04 0.05 0.01
MAMmS5 0.04 0.05 0.03
PAMmS 0.07 0.02 0.00
CM3.C2 0.03 0.03 0.00
FM4.C1.2 0.10 0.09 0.09
CMI1.C1 0.00 0.02 0.00
QM1.C5 0.03 0.01 0.02
CM4.C2.2 0.09 0.13 0.09
QM2.Cl1 0.13 0.05 0.03
DCM3.C2.1 0.12 0.04 0.06
FM1.C3 0.06 0.05 0.11
FM1.Cé6.1 0.04 0.07 0.06

Este crecimiento se debe a que algunas BAL cuentan con
moléculas protectoras que previenen la destruccion celular
interna o mejoran la fuerza celular para permitir la tolerancia
de entornos hostiles. Una de esas moléculas es la ATPasa de
translocacion de protones que ayuda a estabilizar el pH
celular interno en respuesta a un pH externo mu y bajo (Mbye
et al., 2020).

—&—PAm1 NOm1 LEm1 TOm1

—&— NAm2 —&— AGCm3 ~—&—TEP5m3

~—&— TEJ10m3 i ISMm4 IAMmM4
cm3.c2 FMA4.C1.2 —e—CM1l.C1

am2.c.1 ~—&— DCM3.C2.1 —e—FM1.C3

—&—ZAm1l

~—&—TEJ1Im3
MAMmMS

—&—QM1.C5
FM1.C6.1

~—&— CEm1
~—@&— TEJ7m3
PAMmS
—o-— CM4.C.2.2
1

o
)

Absorbancia a 560 nm
o o
N »

o 1

2 a4
Tiempo (h)

Figura 2. Cinéticas de crecimiento (absorbancia a 560 nm) a pH 3.0
de las cepas aisladas de diferentes fuentes.

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

5 (2): 18-25

~—8—PAm1 NOm1 LEm1 TOml - ZAm1

~—&—CEm1 —&— NAm2 —&— AGCm3 —&— TEP5m3 —&—TEJIm3

—o—TEJ7m3 —e—TEJ1I0m3 —0— ISMm4 IAMm4 MAMmMS
PAMmMS CM3.c2 FM4.C1.2 —e—CM1.C1 —&— QM1.C5

—o—CM4.C.2.2 Qv2.c.1 —e—DCM3.C2.1 —e—FM1.C3 FM1.C6.1

1

0.9

e o
N

o
o

o
B

Absorbancia a 560 nm
o o

Tiempo (h)
Figura 3. Cinéticas de crecimiento (absorbancia a 560 nm) a pH 2.5
de las cepas aisladas de diferentes fuentes.

Los resultados del presente estudio son similares a los
reportados por Dogra et al. (2021) quienes ademads, sugieren
que las cepas con capacidad de tolerar e incluso crecer a pH
acidos en una propiedad probidticas que ayudara a que las
bacterias lleguen a los intestinos y colon y contribuyan al
equilibrio de la microbiota intestinal. Fernandez-Roblero et
al. (2020) aislaron 10 cepas de bacterias lacticas de miel de
abejas Meliponas probadas a pH 6.5 y 2.5 y reportan valores
parecidos a los obtenidos en el presente estudio, esta
similitud puede deberse a que ambos trabajos fueron
realizados en la misma region.

3.4. Resistencia a antibioticos

Los resultados obtenidos en la prueba de resistencia a
antibioticos se muestran en el Cuadro 3. A excepcion de las
cepas CEM1 y DCM3.C2.1, las demds presentaron
sensibilidad a cloranfenicol. Las cepas NAM2, AGCm3,
TEJIm3 mostraron moderada sensibilidad (I) al mismo
antibiotico. Las cepas TEP5Sm3, ISMm4, IAMm4, MAMmS,
CM3.C2, FM4.Cl.2, CMI1.C1l, QMI.C5, FMI1.C3,
FM1.C6.1 mostraron sensibilidad a todos los antibioticos. La
mayoria de las cepas muestran moderada susceptibilidad a la
ampicilina. La cepa ZAM1 muestra sensibilidad a todos los
antibidticos excepto a trimetroprim-sulfametoxazol que
mostré resistencia. Para ninguno de los antibidticos
empleados se observo resistencia en el total de las 25 cepas
evaluadas, es decir que todas las cepas sean resistentes al
mismo antibidtico. Sin embargo, para aquellos antibidticos
donde una alta proporcion de cepas fue resistente, tal es el
caso de las cepas CEM1, NAM2, TEJIm3 Y DCM3.C2.1
mostraron resistencia a 4 o mas del total de los 12
antibioticos, las otras cepas evaluadas  fueron
moderadamente sensibles. La transmision de genes de
resistencia a antibidticos hacia bacterias patogenas en el
intestino es un problema de salud importante; por lo tanto, es
deseable que los probioticos sean sensibles a los antibidticos
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o que la resistencia que exhiban sea inherente al
microorganismo y no haya riesgo de transferencia de genes
de resistencia (Fernandez-Roblero et al., 2020). Debido a
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ello, la OMS sugiere en la medida de lo posible trabajar con
cepas susceptibles a los antibidticos (Alvarez-Cisneros y
Ponce-Alquicira, 2018).

Cuadro 3. Susceptibilidad a antibidticos de las bacterias aisladas de diferentes fuentes.

Cepa PE DC ENX NET GE

CRO SXT AK AM CL

PAMI1
NOM1
LEM1
TOM1
ZAM1
CEM1
NAM?2
AGCm3
TEP5m3
TEJIm3
TEJ7m3
TEJ10m3
ISMm4
IAMm4
MAMmS5
PAMmS5
CM3.C2
FM4.C1.2
CM1.C1
QM1.C5
CM4.C2.2
QM2.C1
DCM3.C2.1
FM1.C3
FM1.C6.1

NN~ NNNNNANNNA—~TNN—— N—UN—N
VNI —~—NNNNNNNN—~—FNN—~F NANN—~nN
VN~ —NNNNNNANNNAN—-NNTE NN —Tn
NN —~NNNNNAD—NNN—N—UNNT— NN —NnNn
NNA—~—NNNAN—NNNTD—~FN——— N—UN—~N

NNAZ—~UNnNnnnn—FNLNMNMFNNM—~—~~WNunnwn —~n
nNUn—~NnnnnnnnnNnnnnNn—nn—~"I T TN~
NI N~ NNNAN—~NNAN—~—~—NNHIT NN
nNnununwn——unmnmunonmutmm—unmunmn—um—unmnn——~unonl o —n
nNnununn—rnununn—unnnunn unn—r——unwn——un-d
nun I LN NNN—N—~—~T NNV
mm?c»—mmmmmmmmmmm?cmmm?cmm»—?cmg

S: susceptible; I: moderada susceptibilidad; R: resistente.

PE: penicilina (10 pg), DC: dicloxacilina (1 pg), ENX: enoxacina (10 ng), NET: netilmicina (30 pg), GE: gentamicina (10 pg),
CRO: ceftriaxona (30 pg), SXT: trimetroprim-sulfametoxazol (25 pg), AK: amikacina (30 pg), AM: ampicilina (10 pg), E:
eritromicina (15 pg), Cl: cloranfenicol (30 pg), CF: cefalotina (30 pg).

4. Conclusion

Las cepas de BAL analizadas en el presente estudio,
exhibieron mds de una caracteristica de interés probidtico.
Solo algunas cepas (CEM1, NAM2, TEJIm3 Y DCM3.C2.1)
presentaron resistencia a 4 o mas antibioticos, por lo que su
uso como probiodtico podria requerir de otros estudios que
evidencien la naturaleza de la resistencia. La cepa AGCm3
(proveniente de aguamiel de cacao) que destacd por mayores
halos de inhibicién para los cuatro patdgenos, crecié a pH
acido y es sensible a los antibidticos se muestra como una
candidata interesante para usarse como probiodtico. Otros
estudios complementarios pueden validar los hallazgos aqui
presentados.
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Resumen

El mango (Mangifera indica L.) es el quinto cultivo mas importante y consumido en el mundo. En
México se cultiva en varios Estados, mayormente en la costa del Pacifico, desde Chiapas hasta el sur de
Sinaloa. En México no existe programa de mejoramiento genético de la especie. Aunque se han realizado
estudios sobre la diversidad genética, morfologica y bioquimica, no se ha llevado a cabo la seleccion de
genotipos de interés comercial que propicien a futuro la seleccion asistida con miras a iniciar un programa
s6lido de mejoramiento genético. En este sentido, la presente revision tuvo como objetivo reunir y
discutir informacion sobre las herramientas genéticas que se han empleado en la historia del cultivo del
mango en el mundo y en México para evaluar el germoplasma. También se discuten los mapas genéticos
que se han construido y los avances genémicos que también se han logrado, con la finalidad de proponer
ideas objetivas en la toma de decisiones sobre los rumbos que deberia seguir la investigacion del
mejoramiento genético del germoplasma de mango en México.

Genetic tools used for mango germplasm evaluation

Abstract

Mango (Mangifera indica L.) is the fifth most important and consumed crop in the world. In Mexico it
is grown in several states, mostly on the Pacific coast, from Chiapas to southern Sinaloa. In Mexico there
is no genetic improvement program for the species. Although studies on genetic, morphological and
biochemical diversity have been carried out, the selection of genotypes of commercial interest that favor
assisted selection in the future with a view to starting a solid program of genetic improvement has not
been carried out. In this sense, the present review aimed to gather and discuss information on the genetic
tools that have been used in the history of mango cultivation in the world and in Mexico to evaluate
germplasm. The genetic maps that have been constructed and the genomic advances that have also been
achieved are also discussed to propose objective ideas in decision-making on the directions that research
on the genetic improvement of mango germplasm in Mexico should follow.
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1. Introduccién

El cultivo de mango (Mangifera indica L.) es parte
importante del modelo de desarrollo econdmico y social de
las regiones tropicales y subtropicales de México. El mango
se cultiva en México en 207, 085.77 ha y ocupa el cuarto
lugar en produccion mundial, con un valor anual de 2
156,039.86 ton (SIAP, 2021), generando divisas de 10.86 mil
millones de pesos (SIAP, 2021). Las variedades cultivadas
en México son: Ataulfo (35%), Tommy Atkins, Haden y
Keitt (25%), Manila (15%) y variedades criollas (25%)
(SIAP, 2021).

En México, los principales problemas que afectan al cultivo
de mango son, el tamafio del arbol, produccion irregular,
escaso amarre de frutos, sensibilidad al frio, incidencia de
plagas y enfermedades; mismos que repercuten en la
productividad, el rendimiento y la calidad del fruto (Gil et al.,
2013).

Para buscar atender estas situaciones, México cuenta
actualmente con dos bancos de germoplasma de mango: uno
en Cotaxtla, Veracruz y otro en Tapachula, Chiapas, ambos
en instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (Galvez-Lopez et
al., 2010b; Knudsen, 2000). Estos bancos albergan,
preferentemente, variedades extranjeras 'y algunas
mexicanas, sin embargo, los genotipos criollos mexicanos
estan ausentes. Algunos estudios (Galvéz-Lopez et al., 2007;
Jaramillo y Baena, 2000) han mostrado caracteristicas
fenotipicas deseables en el germoplasma de mango criollo de
Meéxico: regularidad en la productividad, buen amarre de
fruto, caracteres de sabor y olor deseables en el fruto, entre
otras. Asi mismo, por su desarrollo adaptativo, es probable
que en dicho germoplasma pudieran existir genes de
tolerancia a factores climaticos adversos y de resistencia a
plagas y enfermedades, entre otros.

Para tener mayores herramientas que ayuden en la toma de
decisiones sobre la seleccion de individuos potenciales
portadores de genes y caracteristicas fenotipicas promisorias,
el objetivo de la presente revision fue analizar el estado del
arte de estudios de diversidad genética del mango, mapas
genéticos de variedades y recursos gendémicos disponibles,
con la finalidad de reunir informacién que ayude a proponer
ideas objetivas sobre los rumbos que deberia seguir la
investigacion del mejoramiento genético del germoplasma de
mango en México.

2. Herramientas genéticas empleadas para evaluar
germoplasma de mango

Se han reportado numerosos estudios sobre caracterizacion
molecular de germoplasma de mango, los cuales se enfocan
principalmente al analisis de diversidad genética (De Souza
y Da Costa Lima, 2004; Karihaloo et al., 2003; Luo et al.,
2011; Samal et al.,, 2012; Ravishankar et al., 2015;
Warschefsky y von Wettberg, 2019); sin embargo, pocos han
contribuido al mejoramiento genético de la especie. Los
estudios de diversidad genética empleando marcadores
moleculares, han contribuido principalmente en la
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evaluacion de la diversidad genética del germoplasma, en la
determinacion de qué individuos son los mas promisorios en
el aporte de caracteristicas de interés fruticola, al mismo
tiempo han permitido determinar cuéles individuos aportan
mayor heterocigosidad en el germoplasma (Galvez-Lopez et
al., 2010a).

Para otras especies los marcadores moleculares han sido de
ayuda en la identificacion de genes de interés
agroalimentario, incluso han permitido identificar regiones
cromosomicas asociadas a  caracteres fenotipicos
importantes, hasta llegar al mejoramiento genético asistido,
como es el caso de la manzana y el durazno (Cheng y Huang,
2009; Martinez-Garcia et al., 2013; Wang et al., 2020b). Los
marcadores moleculares tienen un amplio campo de
aplicacion con este y otros propdsitos. Algunos ofrecen mas
ventajas sobre otros y han ganado mas popularidad y otros,
aunque fueron utiles, hoy son poco utilizados.

Los microsatélites (SSR) son marcadores de ADN cuyos
fragmentos se repiten consecutivamente y estan distribuidos
en todo el genoma. Estos marcadores tienen la propiedad de
ser codominantes, esto significa que pueden revelar los alelos
aportados por ambos padres en las cruzas genéticas (Kumar
et al., 2016). En mango, se han reportado mas de 20 trabajos
recientes utilizando SSR para evaluar la diversidad genética
de germoplasma de colecciones, y para determinar relaciones
genéticas entre individuos de distintas poblaciones (Kumar et
al., 2016).

Por su parte, los marcadores moleculares RAPD’s consisten
en el uso de oligonucleotidos cortos para la iniciacién de las
reacciones de amplificaciéon al azar por PCR, discriminan
entre individuos diferentes, con la presencia o ausencia de
fragmentos amplificados (Salvador-Figueroa et al., 2008). Su
utilidad en mango fue en la determinacion de relaciones entre
individuos con o sin parentesco, y en la diversidad genética
en poblaciones o colecciones. A partir de su desarrollo,
fueron herramientas ampliamente utilizadas, hoy son
escasamente empleadas, pero hasta 2012 se reportan unos 18
trabajos en mango (Samal et al., 2012).

Por su parte, los AFLPs (polimorfismo en los fragmentos
amplificados), son marcadores multi-locus que analizan
regiones distribuidas en todo el genoma y que consisten en
digerir el ADN genémico, empleando enzimas de restriccion
y PCR selectiva de los fragmentos obtenidos, para detectar
polimorfismos en posibles mutaciones en la secuencia de
ADN, o cerca de los sitios de restriccion (Vos et al., 1995).
En mango se ha empleado para estimar relaciones genéticas
entre individuos, diversidad genética entre poblaciones
(Eiadthong et al., 1999; Galvez-Lopez et al., 2010a), y para
construir mapas genéticos (Kashkush et al., 2001).

Por otro lado, existen los marcadores moleculares SNPs
(polimorfismo de un solo nucledtido), los cuales se han
utilizado en mango para determinar diversidad genética,
relaciones de parentesco entre individuos genéticamente
cercanos, para establecer relaciones de origen, post-
domesticacion, para detectar variaciones gendmicas (Kuhn et
al., 2016).
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En México se han realizado pocos estudios del germoplasma
de mango empleando marcadores moleculares. Por ejemplo,
se analiz6 la variacion molecular entre individuos del huerto
padre de mango Ataulfo en Chiapas, empleando marcadores
moleculares RAPD, encontrando 93.7% de similitud entre
los ocho individuos (Salvador-Figueroa et al., 2008). En
otros estudios se caracterizaron genotipos de mango criollos
de Chiapas, México, empleando marcadores moleculares
ALFP; los autores encontraron diferencias genéticas entre
accesiones criollas y variedades cultivadas, respecto a las
variedades provenientes del banco de germoplasma de
Cotaxtla, Veracruz (Géalvez-Lopez et al., 2010a).

Asi también, se evaluo la diversidad y relacion genética entre
accesiones de mango distribuidas geograficamente en 16
estados de México, empleando marcadores AFLP y SSR,
respectivamente; ambos marcadores coincidieron en la
formacién de dos grupos de mango, una incluyé mangos de
la costa del Golfo de México y la otra, mangos de la costa del
Océano Pacifico; también encontraron que los estados que
presentaron mayor variabilidad genética poblacional fueron,
Oaxaca, Michoacan y Tabasco (Galvez-Lopez et al., 2010a).
Aunque los estudios han sido generales (Figura 1) y muestran
caracteristicas genéticas importantes, ain no aterrizan del
todo en un programa de mejoramiento genético, por lo que
hay bastante trabajo por realizar, sobre todo en México. Por
ejemplo, existen métodos para determinar las relaciones del
genotipo con el fenotipo que atin no se aplican en mango
mexicano. Primeramente es necesario caracterizar el fenotipo
de cada individuo de interés, que incluye la productividad y
regularidades de frutos, las caracteristicas fisicoquimicas,
sensoriales, bioquimicas y fisioldgicas del fruto, entre otras
(Galvéz-Lopez et al, 2007). Posteriormente, Ia
caracterizacion del genotipo se realiza empleando las
herramientas moleculares mencionadas, ademas de
secuenciacion, mapeo genético, entre otros (Wang et al.,
2020a). Luego, a través de métodos de correlacion
estadistica, de analisis de caracteres cuantitativos (QTL’s) o
de andlisis de genes candidatos, se puede determinar la
asociacion de los caracteres fenotipicos con los moleculares,
como se ha logrado en otros frutales. Asi se podria
determinar qué genotipos son los potenciales portadores de
caracteristicas fenotipicas de interés (Kuhn et al., 2019). Con
esta informacion generada, se podrian proponer cruzas
dirigidas y obtener individuos potenciales en los programas
de mejoramiento genético del mango en el pais (Kumar et al.,
2016; Samal et al., 2012).

1997 2008 2010

RAPD
RAPD
N
AFLP & SSR

Figura 1. Linea de tiempo sobre estudios con marcadores
moleculares en México. 1 (Lopez-Valenzuela et al.,, 1997), 2
(Salvador-Figueroa et al., 2008), 3 (Galvez-Lopez et al., 2009), 4
(Galvez-Lopez et al., 2010a), 5 (De la Cruz-Marcial, et al., 2021).
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3. Avances genémicos en mango

En M. indica los estudios genémicos han avanzado, ya que la
meta es mejorar los cultivos o variedades comerciales
existentes, y elegir apropiadamente los parentales con
caracteristicas favorables para futuras cruzas dirigidas (Kuhn
et al., 2016). Se han realizado varios transcriptomas de
diferentes tejidos de mango. Pandit et al (2010) aislaron 18
genes relacionados con la bioquimica y la fisiologia de la
fruta, mismos que fueron candidatos a la expresion en frutos
en desarrollo, maduracion, flores y hojas, mostrando que la
expresion del gen que codifica para la enzima mono-
sesquiterpeno-sintasa, disminuy6 durante la maduracion.
Azim et al. (2014) realizaron la caracterizacion del
transcriptoma y el analisis del genoma del cloroplasto de
mango, revelando 139 genes del genoma cloroplasto, de los
cuales, 91 codifican proteinas. El analisis de secuenciacion
revel6 el genoma de cloroplasto Citrus sinensis como vecino
mas cercano del mango.

Se han realizado diferentes transcriptomas del fruto
empleado tecnologia Illumina RNA-Seq con diferentes
variedades comerciales de mango Shelly y Zill, en los cuales
se han identificado genes clave, involucrados en los
mecanismos potencialmente asociados con la resistencia de
la fruta a los patdgenos, la mejora del color de la cascara y el
desarrollo de la decoloracion de las lenticelas (Luria et al.,
2014). También se ha proporcionado la secuencia completa
para una vista sistémica del transcriptoma durante el
desarrollo del fruto del mango (Wu et al., 2014). Dautt-
Castro et al. (2015) emplearon el analizador de Genoma
GAIIx II (Illumina) y realizaron un ensamble de novo, del
transcriptoma del mesocarpio del mango. Los transcritos se
validaron utilizando PCR de transcripciéon en tiempo real
(qQRT-PCR), obteniendo como resultado la identificacion de
unigenes que codifican productos génicos de vias como la
transduccion de sefiales de hormonas vegetales, el
metabolismo del almidén y la sacarosa, el metabolismo de la
galactosa, la biosintesis del esqueleto terpenoide y la
biosintesis de carotenoides, que dirigen cambios durante la
maduracién del fruto. Los avances en el estudio del
transcriptoma sobre los genes involucrados en procesos de
formacién y modificacion de la cuticula se han realizado en
varios frutos como tomate (Solanum lycopersicum) (Isaacson
et al.,, 2009). Los organos vegetativos de Arabidopsis
thaliana (Isaacson et al., 2009) se han tomado como modelo
para realizar el transcriptoma de Mangifera indica L.,
obteniendo como resultado la expresion de genes que
participan en la elongacion de 4cidos grasos y formacion de
compuestos  alifaticos A¢tWINI/SHNI, MiWINI/SHNI
(MINO047952), que codifican para una proteina con un 68%
de identidad con AtWINI/SHNI (Tafolla-Arellano et al.,
2017). Ademas de los estudios de transcriptoma de la cascara
del mango, se han ensamblado 107,744 unigenes con una
longitud de 184°977,733 pb, valores que han logrado
clasificar en diferentes grupos de unigenes de acuerdo a su
longitud (Tafolla-Arellano et al., 2017).
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Wang et al. (2020a) generaron el primer ensamblaje en el
genoma de referencia del mango en el que se proporciona
informacion crucial de manera publica. Se emplearon 20
pseudomoléculas con una capa gruesa etiquetada cada 5 Mb.
Estos marcadores genéticos mapeados en el cromosoma de
M. indica L. proporcionan informacion en varios sentidos:
muestran la densidad de repeticion, la densidad de genes, los
genes implicados a resistencia de enfermedades, genes
asociados con la produccion de metabolitos implicados en la
pigmentacion de cuticula del fruto y otros. Lo anterior facilita
la resecuenciacion del genoma completo del mango (Wang
et al., 2020a).

4. Mapas genéticos de mango (Mangifera indica L.)
Dentro de los germoplasmas de mango disponibles es
importante identificar caracteristicas horticolas deseables
para producir poblaciones mejoradas con bases genotipica y
fenotipica (Kuhn et al., 2017). Actualmente las herramientas
empleadas para el mapeo genético en mango, son los
marcadores moleculares, entre ellos SNP, que para su
descubrimiento, tienen a su disposicion tecnologias de alto
rendimiento (microarrays y NGS) mismas que estan mas
disponibles (Cutler et al., 2001; Davey et al., 2013; McCouch
et al., 2010). Por lo tanto, en términos de genotipificacion
paralela, las tecnologias disponibles inclinan la balanza a
favor del uso de SNP como marcadores en lugar de SSR u
otros, misma que permite la seleccion de progenitores
(Sherman et al., 2015).

Kashkush et al. (2001) crearon el primer mapa genético de
M. indica de una cruza de las variedades Keitt y Tommy-
Atkins con el empleo de 34 marcadores moleculares AFLP
en el que se estudio la relacion genética de 16 cultivos, y 13
grupos de ligamiento. La construccion del mapa genético se
bas6 en la combinacion de fragmentos polimdrficos
amplificados con un peso promedio de 161.5 cM. Por lo
tanto, se han generado mapas genéticos que han ayudado en
la localizacion de regiones cromosdmicas que codifican para
caracteres de interés fruticola y productivo. Esta herramienta
es altamente prometedora, sin embargo, se requiere del uso
de individuos provenientes de cruzas controladas, los cuales
necesitan de al menos cuatro afios para evaluar las
caracteristicas de los descendientes (Kashkush et al. 2001).
En fecha reciente, un mapa de alta resolucion fue producido
por Luo et al. (2016), en el que desarrollaron el primer mapa
genético de alta densidad empleando marcadores de
secuenciacion de fragmentos amplificados de locus
especificos (SLAF-seq) que se basd en el estudio 173
individuos F1 de la cruza de especies de M. indica cv. Jin-
Hwang (parental masculino) y cv. Irwin (parental femenino).
Ambos parentales conservan caracteres de interés, por
ejemplo, resistencia antracnosis en el parental Jin-Hwang, y
frutos de color amarillo brillante y tamafio mediano para el
parental Irwin. Se mapearon 20 grupos de ligamiento,
saturado con 7394 marcadores SLAF.

El mapa genético desarrollado por Kuhn et al. (2017)
identificO marcadores y regiones del genoma que se
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encuentran asociados a caracteres de interés agronémico, en
los que sobresalen, ramificaciones, color de la pulpa,
floracion y otros (Figura 2). El estudio se realizd en 911
individuos coleccionados de germoplasmas internacionales.
Para completar el mapa del mango se emplearon 1,054
marcadores SNP en siete poblaciones hibridas, con un
tamafio total de 2,890 cM y el tamafio promedio de 150 Kb.
Las pruebas de MapQTL se encontraron siete parametros
cualitativos de los 14 usados, el tipo de embrion fue la
caracteristica con mayor puntuaciéon del LOD para el
marcador MI 0173 (Kuhn et al., 2017).

5. Conclusién

La presente revision analizo el estado del arte de estudios de
diversidad genética del mango, mapas genéticos de
variedades y recursos gendmicos disponibles. Se encontrd
que en los programas internacionales existen avances
significativos sobre las herramientas genéticas que se
emplean para el mejoramiento genético del mango; sin
embargo, los programas de mejoramiento genético avanzan
lentamente. Por otra parte, en México no existen programas
de mejoramiento genético del mango, aunque hay estudios
que evaltian el germoplasma, aun faltan varios estudios de

mejoramiento genético empleando herramientas
moleculares.
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Figura 2. Mapa genético que muestra los 20 grupos de ligamiento del genoma de mango (M. indica) saturado con marcadores SNPs.

Tomado de Kuhn et al. (2017).
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Resumen

La pasta residual de la semilla de Jatropha curcas por ser rica en proteina tiene caracteristicas
nutrimentales los cuales pueden llegar a ser utilizadas para la alimentacion de animales; sin embargo, por
contener compuestos toxicos no se aprovecha. La detoxificacion mediante fermentacion empleando
hongos de la misma planta ha dado resultados positivos para reducir o eliminar compuestos toxicos como
ésteres de forbol. La pasta residual fermentada con hongos endéfitos puede ser utilizada como alternativa
en la alimentacion de peces, por esa razon, en el presente estudio se investigo la digestibilidad de la pasta
residual como alimento de tilapia Oreochromis niloticus en etapa alevin y juvenil. Los resultados
mostraron que las dietas a base de la pasta residual fermentada fueron digeridas con mayor facilidad por
juveniles de tilapia nildtica. Los valores nutricionales determinados en las dietas utilizadas muestran que
la pasta fermentada cumple con los requerimientos para la alimentacion de las tilapias ya que muestran
valores similares al alimento convencional.

In vivo digestibility of the fermented residual cake of

Jatropha curcas seeds using tilapia (Oreochromis
niloticus)

Abstract

The residual cake of the Jatropha curcas seed is rich in protein, which is why it has nutritional
characteristics to be used for animal feeding; however, because it contains toxic compounds, it is not
used. The detoxification using fungi by solid-state fermentation have given positive results to remove
toxic compounds such as phorbol esters. The residual cake fermented with endophytic fungi can be used
as an alternative in feeding fish, for this reason, in the present study the digestibility of the residual paste
as food of tilapia Oreochromis niloticus in the fingerling and juvenile stage was investigated. The results
showed that the diets based on the fermented residual paste were more easily digested by juvenile Nilotic
tilapia. The nutritional values determined in the diets used shown that the fermented paste meets the
requirements for tilapia feeding, since they show similar values to conventional feed.
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1. Introduccién

Meéxico cuenta con una gran biodiversidad de flora,
albergando un alto nimero de plantas de interés. Una de estas
plantas es el pifion (Jatropha curcas L.), la cual se distribuye
en climas tropicales y semitropicales, y se caracteriza por ser
un cultivo apto para ser implantado en suelos marginales,
bajo condiciones aridas y semiaridas (Kumar y Sharma,
2008). Es una planta Euphorbiaceae, cuyas semillas poseen
elevado contenido de aceite, por lo cual es considerada de
alto potencial para cultivo intensivo con fines de produccion
de biocombustibles (Dharma et al., 2016). Desde el ano 2007,
se han establecido en el estado de Chiapas al sur de México,
alrededor de 1000 ha de este nuevo cultivo, de las cuales en
la zona costera se tienen registradas 200 ha plantadas,
principalmente en el municipio de Arriaga, Chiapas
(Ovando-Medina et al., 2016).

La importancia de este cultivo radica en que el producto
primario que se obtiene son sus semillas, las cuales sirven
como materia prima para la extraccion de aceite, ademas, es
una planta de faicil manejo y rapido crecimiento. El
rendimiento promedio es de 3 ton de semilla por ha; de eso
solo 1.5 toneladas son de aceite y el resto es de pasta residual.
La pasta de J. curcas tiene caracteristicas nutrimentales los
cuales pueden llegar a ser utilizadas para la alimentacion de
animales (Rodriguez-Calle et al., 2016). La pasta residual de
J. curcas es un subproducto que contiene un elevado valor
nutritivo de fibra (15-20%) y proteina (45-55%) (Martinez et
al., 2010). Aun con estas caracteristicas es un subproducto al
que no se le estd tratando ni aprovechando por contener
compuestos toxicos (ésteres de forbol) y compuestos no
nutricios (lectinas, curcinas, saponinas) (Devappa et al.,
2012; Makkar et al., 1997).

Como alternativa se ha propuesto la detoxificacion de la
pasta residual utilizando diversos métodos, los cuales tienen
como fin degradar los compuestos toxicos presentes en
productos vegetales. Los métodos de detoxificacién se
pueden basar en procesos térmicos, quimico-enzimaticos y/o
fermentativos con resultados parcialmente exitosos en la
remocion o inactivacion de compuestos toxicos (Lopez et al.,
2006; Zhang et al., 2016).

Diversos estudios mencionan que la detoxificacion biologica
es una alternativa biotecnologica que disminuye los factores
no nutricios y compuestos toxicos de la pasta de Jatropha.
Phengnuam y Suntornsuk (2013) utilizaron dos cepas de
Pseudomonas para detoxificar el residuo de la pasta residual
de J. curcas, como resultado encontraron que Bacillus
licheniformis logr6 disminuir 62% la concentracion de
ésteres de forbol mediante fermentacion sumergida.
Veerabhadrappa et al. (2014) utilizaron una cepa de
Aspergillus versicolor CJS-98 en fermentacion sélida para
optimizar lipasas, proteasas y detoxificar la pasta residual de
J. curcas. Como resultado encontraron que los ésteres de
forbol se redujeron de 0.083% a 0.015%.

En otro estudio, Flores-Chilel et al. (2020) detoxificaron la
pasta residual de semillas de J. curcas con hongos endofitos
aislados de la misma planta; obtuvieron una pasta de baja
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toxicidad y presentd mas contenido de proteina soluble con
el tratamiento inoculado con los hongos Penicillium sp. y
Nigrospora sp.

Por otro lado, Solomon et al. (2016) evaluaron el crecimiento
de los alevines de Clarias gariepinus alimentados con harina
de J. curcas detoxificada quimicamente como un sustituto de
la harina de pescado, los resultados que obtuvieron al final de
ocho semanas en cuanto a la ganancia de peso y la tasa de
crecimiento fueron mayores en los peces alimentados con un
nivel de inclusion del 13% de J. curcas que indica hasta un
50% de sustitucion de la harina de pescado sin afectar el
crecimiento y la utilizacion de nutrientes de manera
significativa.

Wang et al. (2013) detoxificaron la pasta residual de J. curcas
con una nueva cepa de Streptomyces fimicarius. La pasta
fermentada en estado sélido no fue toxica para plantas y
alevines de carpa y promovieron significativamente el
crecimiento de la planta de tabaco, por lo que sugieren que
ademas de usarlo para alimentaciéon de animales puede ser
utilizado como fertilizante orgéanico.

Aunque la pasta sea detoxificada, se desconoce su
digestibilidad con miras a su uso como alimento de peces.
Por consiguiente, el objetivo del trabajo fue evaluar la
digestibilidad de la pasta residual fermentada de semillas de
Jatropha curcas en mojarra tilapia (Oreochromis niloticus).

2. Materiales y métodos

Se utiliz6 harina desgrasada de semillas de J. curcas de la
accesion MAP-08 para la fermentacion en estado so6lido de
pasteles de 40 g, inoculando esporas de dos hongos endofitos,
Penicillium sp. CDCU-3 y Nigrospora sp. CHIC-1 (1 x 10°
esporas de hongo en agua estéril suficiente para alcanzar 50%
de humedad, determinado gravimétricamente). La
incubacion se hizo en bolsas herméticas Ziploc® durante 10
d a 28 °C. Una vez crecidos los hongos, los fermentados se
guardaron en refrigeracion.

Se realiz6 la preparacion del alimento mezclando pasta
residual con otros componentes que son utilizados para la
dieta de la tilapia y el marcador inerte 6xido de cromo
(Bremer-Neto et al., 2005). Para la obtencion de los pellets
se utilizé el molino de carne donde se obtuvo cilindros de
0.50 mm, posteriormente fueron secados por 24 h a 40 °C y
almacenados hasta su uso.

2.1. Caracterizacion quimica del alimento

Los andlisis quimicos del alimento fueron realizados
siguiendo los métodos sugeridos por AOAC (1997). Asi se
determinaron el contenido de humedad, lipidos por el método
de Soxhlet (James et al., 1999), cenizas mediante calcinacion
en la mufla, proteinas por el método de Kjeldahl y
carbohidratos totales siguiendo el método de Dubois et al.
(1956).

2.1.1. Humedad

Se determiné por el método de gravimetria usando el secado
en horno para lo cual, se registrd el peso constante de los
crisoles y se les agregd 1 + 0.05 g de muestra. Después se
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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. Se estim6 la
humedad (H) aplicando la féormula, H (%) = [((C+MH) -
(C+MS)) / ((C+MH)-C))] * 100. Donde, C: crisol, MH:
muestra himeda, MS: muestra seca.

2.1.2. Cenizas

Se determiné por el método de calcinacion en mufla, para lo
cual se utilizaron las muestras secas provenientes del analisis
de humedad. Se calcinaron las muestras a 550 °C, durante 4
h, se enfriaron en desecador y se pesaron. Se calculéd el
contenido de cenizas a través de, C (%) = [(crisol mufla —
crisol vacio) / (crisol muestra — crisol vacio)] * 100.

2.1.3. Proteina

Se determind por el método de Kjeldahl. Inicialmente se pesd
0.5 g de muestra, se coloc6 la muestra en un tubo donde se
afladi6 2 g de catalizador y 10 mL de 4cido sulftrico
concentrado para digestion a 420 °C durante 60 min.
Posteriormente se afiadio 80 mL de agua destilada y 50 mL
de NaOH al 40%. A continuacion, se destildo la muestra
recibiendo el destilado en 25 mL de 4cido boérico al 4% hasta
que alcanz6 un volumen de 100 mL y vir6 a color verde.
Finalmente, se titularon las muestras con una soluciéon de HCI
valorada hasta viraje a color rosa claro. Se calculd el
porcentaje de proteina considerando 6.25 como factor de
conversion de nitrogeno a proteina, utilizando la ecuacion,
Prot (%) = [(mL HCI muestra — mL HCI blanco) * N HCI *
meq N * 6.25 * / peso muestra] * 100.

2.1.4. Carbohidratos totales

Primeramente, se maceraron 50 mg de muestra en 50 mL de
agua destilada, de donde se transfiri6 1 mL de la suspension
a un tubo de ensayo de 13 x 100 y se adicion6 0.6 mL de una
solucion acuosa de fenol al 5%. Se mezclo y se anadio 3.6
mL de 4cido sulfurico concentrado. Dicha mezcla se dejo 30
min a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 480
nm. Se estim6 el contenido de azlcares, en porcentaje, a
partir de una curva patrén de glucosa preparada en el
intervalo 0-50 pg mL™".

2.2. Material bioldgico

2.2.1. Alevines

Se evalud la sobrevivencia, talla y peso de alevines de tilapia
(O. niloticus) iniciando con un peso de 0.1 g. Se tuvieron 3
tratamientos con tres repeticiones bajo un disefio
completamente al azar, con 20 organismos por repeticion o
unidad experimental. Durante el periodo experimental se
instalaron 9 unidades experimentales con capacidad de 20 L.
En cada unidad experimental la temperatura se mantuvo
constante 26 °C.

2.2.2. Juveniles

Se utilizaron juveniles con peso de 20 g, a los cuales se
evaluaron sobrevivencia peso y talla. Se tuvieron 3
tratamientos con tres repeticiones bajo un disefio
completamente al azar, con 20 organismos por repeticion o
unidad experimental. Durante el periodo experimental se
instalaron 9 unidades experimentales con capacidad de 60 L.
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En cada unidad experimental la temperatura se mantuvo
constante 26 °C.

2.2.3. Alimentacion y recoleccion de heces

Previo al inicio del bioensayo, los peces fueron dejados en
ayuno durante 5 dias, con el objetivo de vaciar
completamente el sistema digestivo del pez. La alimentacion
fue ad libitum tres veces al dia con alimento balanceado
convencional, dieta a base de pasta residual fermentada o con
dieta a base de pasta no fermentada (6:00 am, 10:00 am y
1:00 pm), durante 21 d. Diariamente se sifone6 30 min
después de la ultima alimentacién para extraer el alimento
sobrante, se recolectaron las heces a las 6:00 pm. La materia
fecal colectada, se enjuagd con agua y se almacend hasta su
analisis. Para la determinacion del porcentaje de
digestibilidad aparente se utiliza las siguiente formulas
(Furukawa et al., 1966), Digestibilidad aparente de materia
seca (DAMS) = 100 — [100 * (% o6xido de cromo en dieta /
% oxido de cromo en heces)]; digestibilidad aparente del
nutriente (DAN) =100 —[100 * ((% o6xido de cromo en dieta
/% N en dieta) (% N en heces/ % 6xido de cromo en heces)].
Estas determinaciones se denominan “aparentes” porque no
se ha corregido la posible interferencia que involucra la
excrecion de materia fecal de origen enddgeno (descamacion
de las células digestivas, enzimas secretadas en el lumen,
bacterias). La concentracion de Cr203 se determind por el
método de digestion acida (Furukawa et al, 1966). El
porcentaje de nutriente en alimentos y heces se obtuvo
mediante la determinacion de proteina con el método de
Lowry, para lo cual se realiz6 la extraccion con buffer PBS
(Lowry et al., 1951).

2.3. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de la
varianza, y donde se encontraron diferencias se aplicod la
prueba de Tukey (0=0.05), con el programa XLStat
Profesional version 2011.

3. Resultados

3.1. Analisis proximal

Los resultados del analisis proximal de la pasta fermentada
(PF), la pasta no fermentada (PNF) y alimento convencional
(AC) se muestran en el Cuadro 1. La pasta fermentada y el
alimento convencional tienen valores similares (diferencia
entre 0.6 a 1%) en los parametros analizados, la pasta no
fermentada es la que present6 diferencias en cada uno de los
valores que se obtuvieron, siendo menores entre 6 (humedad)
al 15% (proteina). Después de realizar los andlisis proximales
de las pastas se implement6 el experimento en dos fases,
alevines y juveniles, de acuerdo con lo establecido en la
seccion de materiales y método.

3.2. Alevines

La tasa de sobrevivencia de alevines se muestra en la Figura
1. El AC mantuvo 95% de sobrevivencia final durante el
experimento. Los tratamientos PF y PNF, mostraron un
comportamiento similar de disminucion en la tasa de
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sobrevivencia, la PNF presento6 a partir del dia 2 y hasta el
dia final 45% de sobrevivencia, mientras que PF a partir del
dia 2 hasta el dia 10 mostré el 60% en la tasa de
sobrevivencia.

Cuadro 1. Valores proximales de la Pasta Fermentada, Pasta

No Fermentada y Alimento Convencional.

Humedad Proteina  Ceniza Grasa
(%) (%) (%) (%)
Pasta
fermentada 11 39 7.8 3.40
Pasta no
fermentada 4 24 8.1 2.80
Alimento
convencional 11 40 -- 4.00
100 TQ8<0—9—0 o o o o o
9 +
:\; 80 +
< 0l
o
S 60t —p
3 41
8 301
0
B o204+
10 +
R T e e B S S

01 23 456 7 8 9 10111213 14151617 18 19 20 21

= A el PNF el P

Figura 1. Porcentaje de sobrevivencia de alevines sometidos a los
diferentes tratamientos AC: alimento convencional, PF: pasta
fermentada, PNF: pasta no fermentada.

Las ganancias entre los pesos establecidos en los diferentes
tratamientos con alevines se observan en la Figura 2. Los
alevines alimentados con el AC mostraron mayores
ganancias en peso, siendo 3 veces mas que las diferencias de
los alevines alimentados con PF y 5 veces mas que las de
PNF, siendo esta ultima la de menores variaciones de peso.
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= 1.5 +

w
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2
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3 0.5 + c
AC PF PNF

Tratamiento

Figura 2. Peso entre los diferentes tratamientos establecidos con
alevines. AC: alimento convencional, PF: pasta fermentada, PNF:
pasta no fermentada. Letras iguales no hay diferencias significativas
(0=0.05).
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En la Figura 3 se muestran los diferenciales de longitud en
los diferentes tratamientos en alevines. Hubo diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo el AC quien
presenta el mayor diferencial en la longitud de los alevines
tratados siendo 2 veces mayor que las presentadas por PFy 3
veces mas que las presentadas, por PNF, siendo estas tltimas
quienes presentaron un menor tamafo.

35 1 A
3 +
25 1
2 +

1.5 +

Ganancia en longitud (cm)

AC PF
Tratamiento
Figura 3. Longitud entre los diferentes tratamientos establecidos
con alevines. AC: alimento convencional, PF: pasta fermentada,
PNF: pasta no fermentada. Letras iguales no hay diferencias
significativas (a=0.05).

PNF

3.2.1. Digestibilidad aparente

En la etapa de alevines el Coeficiente de Digestibilidad
Aparente de Proteina (CDAP), mostré diferencias
significativas entre los tratamientos establecidos, esto se
observa en la Figura 4. AC (90%) presenté mayor porcentaje
de CDAP siendo més de 2 veces el porcentaje presentado por
la PNF (40%), y apenas superior al presentado por la dieta
PF (85%). E1 CDAP de PF fue mayor que la PNF, aunque no
alcanzo6 a ser igual a valor de AC.

100 + A
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3
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© 41
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AC PF PNF
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Figura 4. Coeficiente de Digestibilidad Aparente de Proteina
(CDAP) en la etapa de alevines, en los diferentes tratamientos
establecidos. AC: alimento convencional, PF: pasta fermentada,
PNF: pasta no fermentada. Letras iguales no hay diferencias
significativas (a=0.05).
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En el coeficiente de digestibilidad de materia seca (CDMS)
no se observd diferencia entre los tratamientos de PF y AC,
pero si hubo diferencia con respecto a PNF (Figura 5).

100 + A
80 +

60 T

CDMS %

40 1

20 +

AC PF
Tratamiento

Figura 5. Coeficiente de Digestibilidad de Materia Seca (CDMS)
en la etapa de alevines, en los diferentes tratamientos establecidos.
AC: alimento convencional, PF: pasta fermentada, PNF: pasta no
fermentada. Letras iguales no hay diferencias significativas
(0=0.05).

PNF

3.3. Juveniles

La sobrevivencia en los juveniles de O. niloticus se presenta
en la Figura 6. Se muestra que, para la PNF, no hubo
sobrevivientes después del primer dia de alimentacion por lo
que posteriormente solo se tomaron en cuenta AC y PF para
los siguientes analisis, mientras que para AC y PF del primer
dia y el cuarto dia hubo muerte de los peces, manteniéndose
en ambos casos por encima del 50% de sobrevivencia.

Los valores encontrados para los tratamientos AC y PF, no
mostraron diferencias significativas (P>0.05) con respecto a
la ganancia de peso (Figura 7) ni con respecto a la longitud
de los juveniles de O. niloticus (Figura 8).

100 - [—e—Ac —e—PF —e—rny

80

60

40

Sobrevivencia (%)

20

0 2 4 6 8

10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (d)

Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de juveniles en los diferentes

tratamientos. AC: Alimento Convencional, PF: Pasta Fermentada.
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Ganancia de peso (g)

AC PF
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Figura 7. Diferencias de peso de juveniles en los diferentes
tratamientos. AC: Alimento Convencional, PF: Pasta Fermentada.
Letras iguales no hay diferencias significativas (0=0.05).

5 —

Ganancia de longitud (cm)

AC PF
Tratamiento
Figura 8. Diferencias de longitud entre los diferentes tratamientos
establecidos con juveniles. AC: Alimento Convencional, PF: Pasta
Fermentada. Letras iguales no hay diferencias estadisticas (0=0.05).

3.3.1. Digestibilidad aparente

En la etapa de juveniles, el CDAP no mostr6 diferencia entre
los tratamientos del alimento convencional y la pasta
fermentada (Figura 9) siendo en ambos tratamientos del 90%.

100
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Y 60
<
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O 40
20
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AC PF
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Figura 9. Coeficiente de digestibilidad aparente en la etapa de
juveniles en los tratamientos alimento convencional (AC) y pasta
fermentada (PF) de J. curcas. Letras iguales no hay diferencia
significativa (¢=0.05).
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Para el CDMS en la etapa de juveniles se observo diferencias
significativas entre los tratamientos establecidos (P<0.05),
AC presento el mayor porcentaje (75%) mientras que el valor
de PF fue 15% menor.

100
80
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CDMS (%)

40

20

AC PF
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Figura 10. Coeficiente de Digestibilidad de Materia Seca (CDMS)
en la etapa de juveniles, en los diferentes tratamientos establecidos.
AC: Alimento Convencional, PF: Pasta Fermentada. Letras iguales
no hay diferencias estadisticas (¢=0.05).

4. Discusion

Los valores nutricionales determinados en las dietas
utilizadas demuestran que la PF cumple con los
requerimientos para la alimentacion de las tilapias, ya que
muestran valores similares al AC, las diferencias de PF con
respecto a la PNF, revelan el efecto de la fermentacion
realizada con el hongo, y a esto se debe el aumento en el
contenido proteico. Los resultados son similares a lo
reportado por algunos autores, donde utilizaron diferentes
cepas de hongo y diferentes sustratos como el frijol (Reyes-
Fernandez et al., 2008), garbanzo (Cuevas-Rodriguez et al.,
2006; Paredes-Lopez et al., 1991).

Los valores nutricionales determinados en las dietas
utilizadas (Cuadro 1), muestran que la PF cumple con los
requerimientos para la alimentacion de las tilapias tomando
en cuenta las especificaciones mencionadas por Hilton
(1983), quien dice que las tilapias con peso de 0.5 a 10 g
requieren alimentos con 30-45% de proteina para su
crecimiento. Sin embargo, en la sobrevivencia de los alevines
se obtuvo una diferencia de 40% entre PF y AC (Figura 1),
lo que indica que existe un componente de la PF que afecto
la sobrevivencia de los alevines, de igual manera el tamafio y
peso con respecto al AC (Figuras 2 y 3). Estos resultados
contrastan con los obtenidos por Puello-Cruz et al. (2013),
quienes encontraron una sobrevivencia mayor (73.3 a
83.3%), mayor ganancia en peso y talla (11-16.3 gy 8.7-9.3
cm, respectivamente). Los autores sustituyeron el aceite de
pescado por aceite de J. curcas y, mencionan que a mayor
concentracion de harina de J. curcas hay baja sobrevivencia
y que con un 25% de sustitucion de aceite de pescado por
aceite de J. curcas hay mayor sobrevivencia. Por otro lado,
Garcia-Urias (2012) sefiala que con harina de J. curcas
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tratada con hexano, presenta 38.9% de mortandad, por lo que
sugiere incluir la pasta de harina de J. curcas hasta 25%.
Nuestro estudio incluy6 la extraccion del aceite con hexano
y 100% de harina de J. curcas y la fermentacion con
Penicillium sp. CDCU-3 y Nigrospora sp. CHIC-1 reportado
previamente (Flores-Chilel et al., 2020).

La digestibilidad del contenido proteico de las pastas
coincide con lo reportado con otros autores donde sefialan
que la pasta desengrasada concentra la proteina. La
digestibilidad aparente de materia seca (CDMS) y de proteina
(CADP) son dos parametros indicativos de la cantidad de
materia seca y proteina del alimento que son digeridas y
absorbidas por los organismos (Brunson et al., 1997). En este
sentido, en la CDAP durante la etapa de alevines se observo
diferencia significativa (P<0.05) entre diferentes nutrientes
en las diferentes dietas, aunque los valores encontrados del
80%, son relativamente bajos en comparacion con los
obtenidos por Jimoh et al. (2010), aunque ellos utilizaron
Cannavalia ensiformis. Silva et al. (2013) también
obtuvieron valores mds altos en los CDAP con diferentes
ingredientes. Puello-Cruz et al. (2013) encontraron que el
CDA con harina de Jatropha sin proceso térmico o
purificacion varid desde 61% hasta un 80.4%. Algunos
autores sefalan que la calidad de la proteina de los
ingredientes es el principal factor que afecta el rendimiento y
su digestibilidad. La pequefia variacion observada puede
atribuirse a diferencias en las metodologias empleadas para
la determinacion de los coeficientes, la variabilidad de
nutrientes, asi como diferencias en el procesamiento de
nutrientes, procesamiento de las dietas, la metodologia
experimental, tamafio de los peces y técnica de muestreo de
heces (Jaucey et al., 1983).

En la etapa de juveniles, se encontré 52% de sobrevivencia,
en contraste con lo reportado por Garcia-Urias (2012) donde
reporta 98% en el crecimiento y un peso maximo de 10 g con
la harina de J. curcas al 50%, siendo esta la concentracion
recomendada. Puello-Cruz et al. (2013) reportan
sobrevivencias de juveniles entre 90 y 100%, con mezclas de
harina (15, 65 y 90%) y aceite (25 y 100%) de J. curcas y
harina (10, 35, 85%) y aceite (75 y 100%) de pescado;
encontraron que hay mayor ganancia de peso y talla en los
tratamientos donde hay menos del 65% de harina de J.
curcas, esto se lo atribuyeron al proceso de masculinizacion
y el tratamiento térmico que le dieron a la harina. En nuestro
estudio se utilizd6 100% de PF adicionado con aceite de
pescado. Garcia-Urias (2012) midié el factor de conversion
alimenticia en bioensayo de juveniles de tilapia mostrando
que la harina de J. curcas obtuvo el mayor factor de
conversion alimentaria.

De Barros et al. (2011) sefialan que los hongos de pudricion
blanca ayudan a disminuir la concentracion de los esteres de
forbol de J. curcas, que podrian ser utilizados potencialmente
como un enfoque para el tratamiento de la harina de semillas
oleaginosas. De manera similar, nosotros aqui reportamos
que las cepas Penicillium sp. CDCU-3 y Nigrospora sp.
CHIC-1 tienen capacidad para detoxificar la pasta residual
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obtenida del proceso de extraccion de aceite de las semillas
de dicha planta. Lo anterior se demuestra en la etapa juvenil
donde la PF no afectd el crecimiento de los peces.

La digestibilidad de los ingredientes en la alimentacion se
considera uno de los factores mas importantes que afectan el
crecimiento de los peces (De Silva et al, 1995). El
coeficiente de digestibilidad de la proteina bruta del alimento
basado en harina de pescado tuvo 85.2% de digestibilidad de
proteina, y el CDAP en la etapa juvenil, no presentd
diferencias significativas tanto en AC y PF (P>0.05), ya que
en ambos casos presentaron un valor del 90%. Puello-Cruz et
al. (2013) observaron como el tratamiento térmico aumento
la CDA (77.89 a 83.43% vs 61.1 a 80.4%) con respecto al
tratamiento no térmico usado y sefialan que el aceite de J.
curcas puede sustituir al aceite de pescado sin presentar
diferencias estadisticas. El diferencial del CDMS entre los
tratamientos establecidos en el presente estudio puede
deberse a la naturaleza de la harina de J. curcas la cual
contiene menos carbohidratos.

4. Conclusion

La harina de Jatropha curcas fermentada con hongos
Penicillium sp. CDCU-3 y Nigrospora sp. CHIC-1, no fue
digeribles por alevines de tilapia nilética, sin embargo, en la
etapa de juveniles, la digestibilidad de proteinas fue muy
similar al alimento convencional. Lo anterior indica que
puede utilizarse como sustituto de la harina de pescado en
esta etapa. Se recomienda realizar otros estudios con
diferentes porcentajes de inclusion de la pasta fermentada y
la pasta no fermentada, asi como la posibilidad de realizar la
incorporacion de diferentes porcentajes del aceite de
Jatropha curcas. Puede también evaluarse el proceso térmico
(coccidn) de las harinas para aumentar la disponibilidad de
nutriente y la eliminacioén de elementos no nutricios.
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Diferencias morfo-fisiologicas en plantulas de

malanga (Xanthosoma sagittifolium) obtenidas en
sistema de inmersion temporal

Ana Karen Méndez Lopez, Sonia Ruiz Gonzailez, Isidro Ovando
Medina*

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

Resumen

El consumo mundial de la malanga (Xanthosoma sagittifolium) ha tenido auge debido a que es una fuente
alimenticia nutritiva y de alta digestibilidad. Los sistemas de inmersion temporal (SIT), permiten la
automatizacion de la etapa de multiplicacion in vitro disminuyendo los costos de produccion y permite
que ambas, la morfologia y el comportamiento fisioldgico de los cultivos sean semejantes a los que
presentan las plantas en condiciones ex vitro. Con la finalidad de determinar la influencia de las variables
frecuencia y tiempo de inmersion sobre el crecimiento de X. sagittifolium en los sistemas de inmersion
temporal (SIT), se disefid un experimento factorial 23, 2 frecuencias de inmersion (12 y 24 h), 2 tiempos
de inmersion (15 y 20 min) y 2 volimenes de medio de cultivo MS (25 y 50 mL). Se evaluaron variables
morfoldgicas sobre el crecimiento de plantulas. A pesar de que se obtuvieron diferencias significativas
en niimero de hoja, peso fresco (mg) a los 21 dias, peso fresco (mg) de raiz, peso seco (mg) y nimero de
raiz se considera que ambos volimenes de medio de cultivo MS aqui evaluados (25 y 50 mL) son
adecuados pues permiten reducir la frecuencia de inmersion y modificar el tiempo de inmersion.

Morpho-physiological differences in malanga

(Xanthosoma sagittifolium) seedlings obtained in a
temporary immersion system

Abstract

The world consumption of malanga (Xanthosoma sagittifolium) has boomed because it is a nutritious and
highly digestible food source. The temporary immersion systems (TIS), allow the automation of the in
vitro multiplication stage, reducing production costs and allowing both the morphology and physiological
behavior of the cultures to be like those presented by plants in ex vitro conditions. In order to determine
the influence of the variables frequency and immersion time on the growth of X. sagittifolium in
temporary immersion systems (TIS), a 2° factorial experiment was designed, 2 immersion frequencies
(12 and 24 h), 2 immersion times (15 and 20 min) and 2 volumes of MS culture medium (25 and 50 mL).
Morphological variables on seedling growth were evaluated. Although significant differences were
obtained in leaf number, fresh weight (mg) at 21 days, root fresh weight (mg), dry weight (mg) and root
number, it is considered that both volumes of MS culture medium evaluated here (25 and 50 mL) are an
adequate because they allow reducing the frequency of immersion and modifying the immersion time.
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1. Introduccién

La malanga (Xanthosoma sagittifolium), es una planta perene
tropical de cormo comestible que pertenece a la familia
Araceae (Parra-Melchor et al., 2020). El consumo mundial
(90% en fresco, Nazario-Lezama et al., 2020) ha cobrado
gran importancia debido al contenido de almidon, de
estructura microgranular, minerales (magnesio, hierro,
fosforo, potasio, sodio, cobre y manganeso) y vitaminas (C,
E y B6) que hacen de la malanga una fuente de alimento
nutritiva y de alta digestibilidad (Madrigal-Ambriz et al.,
2018). Por la presencia de almidon y su proporciéon de
amilosa y amilopectina en sus cormos, puede ser utilizada en
la industria manufacturera (papel, adhesivo y empaques
biodegradables) y farmacéutica (Kaushal et al., 2015).

En México, la malanga se cultiva en Oaxaca, Veracruz y
Puebla, que en conjunto conforman 100 hectareas, de las
cuales se cosechan 2,500 ton, destinadas a la exportacion
hacia Estados Unidos y Canad4 (Mazariegos et al., 2016).
Mazariegos et al. (2016), reportaron que, en la Region
Soconusco de Chiapas, México se cultivan 6.1 hectareas de
este rizoma en los municipios de Tuxtla Chico (Ejido Sur de
Guillén, lera. Seccidon de Guillén Norte y 2da. Seccion de
Izapa) y Metapa de Dominguez (Cantén Victoria) para la
comercializacion en el mercado local.

La propagacion de la malanga es asexual, a partir de la
siembra de cormos o fragmentos de estos, lo cual tiene como
ventaja el mantenimiento de la identidad y estabilidad
genética de la descendencia. Sin embargo, este método de
propagacion tiene como desventaja la diseminacion de plagas
y enfermedades virales, fungosas y bacterianas, que pueden
disminuir el rendimiento del cultivo (Vilchez et al., 2011).
Diversos clones de malanga son propagados usando la
técnica del cultivo in vitro via organogénesis directa, a través
de yemas axilares. Este sistema de regeneracion reporta los
menores indices de variacién genética y es el método mas
confiable para lograr un proceso de proliferacion repetible y
libre de agentes contaminantes. Sin embargo, la
organogénesis directa estd limitada como metodologia
eficiente de aplicabilidad comercial, principalmente por
ciertas limitaciones en cuanto a su porcentaje de
multiplicacion, altos costos en insumos de produccién, a
causa del elevado ntimero de operaciones manuales que
requiere (Santos-Pino et al., 2011).

Los nuevos retos del cultivo de tejidos incluyen la
disminucion de costos, la automatizaciéon, ademas la
tendencia de pasar de medios so6lidos a medios liquidos
(Garcia-Ramirez et al., 2016). Dentro de los métodos de
multiplicacion en medio liquido se encuentran los sistemas
de inmersion temporal (SIT), los cuales permiten la
automatizacion de la etapa de multiplicacién in vitro, ya que
reduce costos por explantes, permite mayor optimizacioén
bioldgica por los altos coeficientes de multiplicacion que se
obtienen y mejor comportamiento de las vitroplantas ex vitro
(Basail-Pérez et al., 2012).

Las principales desventajas del cultivo en SIT son la
hiperhidrataciéon y la oxidacion de los tejidos (Gonzélez et
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al., 2011). Sin embargo, Ramirez-Mosqueda et al. (2016),
demostraron la utilidad del SIT para micropropagacion de
Vanilla planifolia, con un mayor numero de brotes y raices
por explantes. Las altas tasas de supervivencia de las
plantulas obtenidas con el sistema de inmersiéon temporal
aseguraron el éxito del proceso de micropropagacion.
Ademas, no se observaron diferencias en la calidad
morfolégica o el vigor de los brotes obtenidos a partir del
sistema de inmersion temporal.

Teniendo en cuento lo anterior, el presente trabajo se realizo
con el objetivo de determinar las diferencias en el desarrollo
morfolégico y fisiologico de plantulas obtenidas por sistema
de inmersion temporal de malanga (Xanthosoma
sagittifolium) en el Soconusco, Chiapas, México.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantulas de X. sagittifolium cultivadas in vitro
mediante organogénesis, proporcionadas por el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biociencias (IBC)
de la Universidad Auténoma de Chiapas (UNACH). Las
vitroplantas fueron subcultivadas en frascos de vidrio de 250
mL con 25 mL de medio MS (Murashige y Skoog, 1962).
Para llevar a cabo los experimentos en sistema de inmersion
temporal se utilizaron plantulas con una hoja y sin raices.

2.2 Sistema de inmersion temporal

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) se conformaron en
dos secciones: la primera seccion consistié en dos frascos de
vidrio de 400 mL, uno contenia 100 mL medio de cultivo MS
y el otro 4 vitroplantas; la segunda seccion consistid en dos
frascos de 400 mL, uno contenia 200 mL medio de cultivo
MS y el segundo 4 vitroplantas.

Los filtros consistieron en frascos de vidrio empacados con
algodoén quirtrgico conectados a dos tubos de cobre de 6.35
mm de diametro interno, el primero de 13 cm de altura se
utilizé para conducir el aire a la parte inferior del frasco, el
segundo de 5 cm se utilizd para la salida de aire. Los frascos
de los SIT y los filtros se sellaron con tapones de goma No.
11 y No. 10, respectivamente.

La conexion de los frascos fue mediante mangueras Truper®
de PVC de 4.7 mm de didmetro interno con conectores de
cobre. El medio de cultivo MS fluy6 de un frasco a otro
mediante la presion que se ejercidé con una bomba de aire
(SAP-300 Sunny®) conectada al filtro de aire del frasco con
medio de cultivo MS. Para regresar el medio de cultivo se
invirtié el flujo de aire.

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 X
sagittifolium en los SIT, se establecio un disefio factorial 23.
Se utiliz6 un tratamiento adicional con medio semisélido
para fines comparativos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos de frecuencias y tiempos de inmersion de Xanthosoma

sagittifolium en dos volimenes de medio de cultivo.

Frecuencia de

Tiempo de Volumen de medio

Tratamientos inmersién (h) _inmersion (min) (mL/brote)

1 12 15 25
2 12 20 25
3 24 15 25
4 24 20 25
5 12 15 0
6 12 20 0
7 24 15 0
8 24 20 50
9 SEMI-SOLIDO

2.4. Evaluacion de variables morfo-fisiologicas

Se evaluaron 11 variables morfo-fisioldgicas durante 21 dias
sobre el crecimiento de plantulas de X. sagittifolium. Las
variables consistieron en: niimero de hojas nuevas, nimero
de brotes, numero de brotes con sintomas de hiperhidricidad,
numero de raices, contenido de clorofila, grosor de la ldmina
de hoja, nimero de estomas, tamafio de estomas, peso fresco
(mg), peso fresco de raiz (mg), peso seco (mg), peso seco de
raiz (mg) y porcentaje de humedad (%).

2.5. Analisis de datos
El experimento fue realizado por triplicado. Para evaluar las
variables dependientes del SIT se aplico ANOVA seguido de
la prueba de medias de Tukey (P<0.05) utilizando el paquete
estadistico XLSTAT.

3. Resultados

3.1. Numero de hojas

El tratamiento T8 mostrd el mayor nimero de hojas, siendo
18.33 el valor promedio. Los que le siguen son los
tratamientos T6, T9, T4 y T7, donde el rango oscil6 entre 13
y 14 hojas (Figura 1). El resto de los tratamientos se encontrd
por debajo de 13, siendo el tratamiento T3 el que menores
hojas tuvo con un valor de 9. El andlisis de varianza (F=
2.488, P=0.042), indicé que hay diferencias significativas
entre los tratamientos y la comparacion de medias mostro que
el T8 fue uno de los tratamientos que tuvo el mayor nimero
de hojas a diferencia de los tratamientos T1, T2 y T3.

ab ab . ab

BT ab

NUMERO DE HOJAS NUEVAS
5
t
o

T1 T2 T3 T4 T5 T6
TRATAMIENTO

T7 T8 T

Figura 1. Numero de hojas por tratamientos. Letras iguales no hay
diferencias estadisticas (P<0.05).

3.2. Numero de brotes

El valor de niimero de brotes por tratamiento oscilé entre 9.0
a 17.0, observando que el tratamiento T6 fue el de mayor
numero de brotes (n=17.0), seguido por el tratamiento T8. El
tratamiento con menor valor de niimero de brotes fue T7
(Figura 2). El andlisis de varianza indic6 que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que se
concluye que el nimero de brotes entre todos los tratamientos
es similar.

NUMERO DE BROTES

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T
TRATAMIENTO

Figura 2. Numero de brotes por tratamientos. Letras iguales no hay
diferencias estadisticas (P<0.05).

3.3. Numero de brotes con sintomas de hiperhidricidad

El valor de nimero de brotes con sintomas de hiperhidricidad
por tratamiento oscil6 entre 4.0 a 10.0, observando que los
tratamientos T1 y T9 presentaron los mayores valores de
nimero de brotes con hiperhidricidad, 10.1 y 8.6,
respectivamente. El tratamiento con menor valor de nimero
de brotes con sintomas de hiperhidricidad fue T7 (Figura 3).
A pesar de esto, el analisis de varianza indic6 que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos, observando
que existié similitud en los nimeros de brotes con sintomas
de hiperhidricidad entre todos los tratamientos.

3.4. Variable raiz

El tratamiento T8 fue el Unico que superd el numero
promedio (64.33) de raices. Los que le siguen son los
tratamientos T6 y T3, donde el rango oscil6 entre 42 y 44
raices (Figura 4). El resto de los tratamientos se encontr6 por
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debajo de 40 y superiores a 17 raices, siendo en este ultimo
valor el correspondiente para el tratamiento T1. El analisis de
varianza reveld que hay diferencias significativas entre los
tratamientos, observando con ello que el T8 fue el
tratamiento que mas raices tuvo.

BROTES CON SINTOMAS DE
HIPERHIDRICIDAD
o
|
T

1 T2 3 T4 5 T6 17 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 3. Numero de brotes con sintomas de hiperhidricidad por
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(P<0.05).

70 a

=7 ab ab
ab ab
ab ab

NUMERO DE RAiZ

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 4. Nuimero de raices por tratamientos. Letras iguales no hay
diferencias estadisticas (P<0.05).

3.5. Contenido de clorofila

A pesar de que las plantulas de los tratamientos T7 y T8
fueron las que contenian mas clorofila (27.00 SPAD), se
observo que los tratamientos T6 y T9 fueron los que
estuvieron proximos a los tratamientos mas sobresalientes
(Figura 5), sin embargo, el analisis de varianza revel6 que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos, que
existio similitud en los valores SPAD de clorofila entre todos
los tratamientos.

3.6. Grosor de lamina

Los tratamientos mas sobresalientes en esta variable fueron
el T1y T6 (Figura 6). Las plantulas de los demads tratamientos
se encuentran en un rango de 0.07 a 0.11 mm en grosor de
lamina foliar. El analisis de varianza aplicado revel6 que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos,
observando que existié similitud en los valores de grosor de
lamina foliar entre todos los tratamientos.

CONTENIDO DE CLOROFILA (SPAD)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 3 i T8 T

TRATAMIENTO

Figura 5. Concentracion de clorofila en valor SPAD en todos los
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(P<0.05).

GROSOR LAMINA (mm)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 6. Grosor de lamina foliar en todos los tratamientos. Letras
iguales no hay diferencias estadisticas (P<0.05).

3.7. Variable peso

El tratamiento T6 fue el tnico que supero el valor promedio
(3026 mg) de la variable peso. Los que le siguen es el
tratamiento T8, siendo el valor 2356 mg (Figura 7). EI resto
de los tratamientos se encontrd por debajo de 1984 mg y
superiores a 1230 mg, siendo este Ultimo valor el
correspondiente al tratamiento T2. El andlisis de varianza
indic6 que hay diferencias significativas entre los
tratamientos, observando con ello que el T6 fue diferente de
los tratamientos T1 y T2.

3500

30007

5 8 Bk
8 8 8
1 I I

PESO (mg)

1000

500 -1

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 ™

TRATAMIENTO

Figura 7. Valor de peso en todos los tratamientos. Letras iguales no
hay diferencias estadisticas (P<0.05).
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3.8. Variable humedad

El tratamiento mas sobresaliente fue T5 (Figura 8). Los
demas tratamientos se encuentran en un rango de 92 y 94%
de humedad. A pesar de lo anterior, el analisis de varianza
aplicado indico que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos, observando que existio similitud en los
valores de porcentaje de humedad entre todos los
tratamientos.

95

945

9a -

93.5— a

% HUMEDAD
&
|
|

925

92 —+

9151

91

T1 T2 T3 T4 T5 T6 Wz T8 T3
TRATAMIENTO

Figura 8. Valor de porcentaje de humedad en todos los
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(p<0.05).

3.9. Estomas en el haz de la hoja

Los primeros tres tratamientos superaron 40 estomas por
hoja, siendo el tercero el que presentd el mayor nimero
(n=58) (Figura 9). El resto de los tratamientos se encontrd
entre 30 y 39 estomas por hoja. El T4 fue el que menor
numero de estomas presentd. El analisis de varianza indico
que hay diferencias significativas entre los tratamientos,
observando con ello que el T3 y T2 son diferentes al T4. El
unico tratamiento diferente al testigo (T9) fue el T3.

70

ESTOMAS/HAZ (n)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 ™

TRATAMIENTO

Figura 9. Numero de estomas en el haz de la hoja por tratamientos.
Letras iguales no hay diferencias estadisticas (P<0.05).

3.10. Estomas en el envés de la hoja

Los primeros tres tratamientos superaron 50 estomas por
hoja, siendo el T2 el que presentd el mayor numero (n=58)
(Figura 10). El resto de los tratamientos se encontr6 entre 33
y 49 estomas por hoja, siendo T7, T8, T4 y T6, los que

presentaron valores menores a 40 estomas por hoja. E1 T4 y
T6 fueron los de menor nimero de estomas. El analisis de
varianza indicd que hay diferencias significativas entre los
tratamientos, observando con ello que T1y T2 son diferentes
al T4 y T6, observando una diferencia numérica promedio de
20 entre estos. Todos los tratamientos establecidos tuvieron
similitud en el nimero de estomas con el tratamiento testigo.

70

ESTOMAS/ENVES (n)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T3
TRATAMIENTO

Figura 10. Numero de estomas en el envés de la hoja por
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(p<0.05).

3.11. Longitud del estoma en el haz de la hoja

En todos los tratamientos, la longitud de los estomas que se
observo fue muy similar, oscilando el tamafio de forma
general entre 23 y 26 um. El tratamiento T3 en promedio
present6 el mayor largo de estoma y el T2 fue el que menor
longitud present6 (Figura 11). El andlisis de varianza indico
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos.

LONGITUD DEL ESTOMA DEL HAZ (pum)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 11. Longitud de la estoma en el haz de la hoja por
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(P<0.05).

3.12. Ancho del estoma del haz de la hoja

E1T9 y el T3, fueron los que tuvieron los valores mayores de
ancho del estoma, y el T2 fue donde se observo el menor
valor de ancho del estoma. En el resto de los tratamientos el
valor oscilo de 18.20 a 19.20 um, observando que hay una
fuerte similitud en anchura de estoma entre estos tratamientos
(Figura 12). El analisis de varianza indico que existen
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diferencias significativas entre los tratamientos, observando
que Unicamente el T2 fue diferente a T9.

25

ANCHO DEL ESTOMA DEL HAZ (pum)

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 12. Ancho del estoma en el haz de la hoja por tratamientos.
Letras iguales no hay diferencias estadisticas (P<0.05).

3.13. Longitud del estoma en el envés de la hoja

El valor de longitud del estoma por hoja en todos los
tratamientos oscilo entre 23 y 28 pum, observando que el
tratamiento T3 fue el de mayor longitud (1=28) y el T2 tuvo
el menor valor de longitud (Figura 13). El analisis de
varianza indicé que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos.

251 a
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Figura 13. Valor de longitud de la estoma en el envés de la hoja por
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(P<0.05).

3.14. Ancho del estoma del envés de la hoja

El valor de ancho del estoma por hoja en todos los
tratamientos oscild entre 17 y 20 pm, observando que el
tratamiento T9 fue el de mayor ancho y el T2 tuvo el menor
valor de longitud (Figura 14). El analisis de varianza indicé
que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos,
observando que existi6 similitud en los valores de ancho en
estomas entre todos los tratamientos.

4. Discusion

El mejor tiempo de inmersion fue de 15 min para las
variables nimero de hoja, peso fresco de la raiz, peso seco de
la raiz y nimero de raiz. Prolongados periodos de inmersion
ocasionan incremento en la hiperhidricidad (Basail-Pérez et

al. 2013). Martre et al. (2001) encontraron que al incrementar
el tiempo de inmersion de 12 a 22 min los brotes presentaron
hiperhidricidad, longitud inferior y menor niimero de hojas.
Con tiempos de inmersion de 15 y 20 min se hubiera
esperado obtener presencia de hiperhidricidad pero no se
encontraron datos significativos para esa variable.

25

ANCHO DEL ESTOMA DEL ENVEZ (um)

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T

TRATAMIENTO

Figura 14. Valor de ancho del estoma en el envés de la hoja por
tratamientos. Letras iguales no hay diferencias estadisticas
(P<0.05).

En relacion con el nimero de hojas, el mayor niumero se
presento en la frecuencia de inmersion de 24 h y la mas baja
fue en 12 h, coincidiendo esta ultima con Arano-Avalos et al.
(2019), donde la presencia de hojas fue menor en ese mismo
tiempo, pero el mayor numero de hojas lo obtuvieron en la
frecuencia de inmersion de 4 h.

Arano-Avalos et al. (2019) determinaron que los mejores
volimenes de medio de cultivo MS por plantula, para obtener
el mayor namero de brotes fueron de 25 y 50 mL; aunque no
se obtuvo los resultados esperados en la variable nimero de
brote, debido a que no se obtuvieron diferencias
significativas a pesar de que se utilizaron los volimenes de
20 y 25 mL en las pruebas; esto se puede deber a que las
frecuencias de inmersion y el tiempo de inmersion tuvieron
influencia negativa en el volumen de medio MS, porque el
desarrollo de los brotes esta relacionado a la renovacion de
aire y al contacto del medio de cultivo con las plantulas
(Arano-Avalos et al., 2019).

También la frecuencia y el tiempo de inmersiéon pudieron
influir en el contenido de clorofila porque no se obtuvo
diferencias significativas en esa determinacion, siendo los
volimenes de 12.5 y 25 mL los mas bajos en la produccion
de clorofila reportados por Arano-Avalos et al. (2019), por lo
tanto se esperaba obtener datos significativos en el volumen
de 50 mL, debido a que en un mayor volumen de medio de
cultivo hay mas disponibilidad de nutrientes, por lo tanto una
mayor produccion de clorofila.

El SIT le permite a las plantulas tener mejor asimilacion de
los nutrientes del medio de cultivo liquido en comparacion
con el medio de cultivo semisolido, al estar las plantulas en
contacto con el medio cultivo liquido de manera constante,
estas al retener una capa de medio de cultivo incrementa la
disponibilidad y la asimilacion de los nutrientes, pero
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también influye la frecuencia y el tiempo de inmersion
(Castro et al., 2001; Escalona et al., 1999; Pinto de Lemos et
al., 2001), por lo tanto, se piensa que el método probado con
los volimenes de medio de cultivo MS de 25 y 50 mL son
una buena opcidn reduciendo la frecuencia y modificando el
tiempo de inmersidon; como reportan Basail-Pérez et al.
(2013), quienes obtuvieron los mejores resultados con un
tiempo de inmersion de 10 min y una frecuencia de inmersion
de 3 h.

En lo relativo al nimero de estomas por tratamiento,
especificamente en el envés, el mayor niimero se obtuvo a
una frecuencia de inmersion (F. I1.), tiempo de inmersion (T.
I) y volumen de medio (V. M.), 12.0, 15.0 y 25.0,
respectivamente, a diferencia de los valores de F. I., T. L. y
V.M. de 24.0, 15.0 0 20.0 y 50.0 respectivamente, donde se
obtuvieron tanto en el haz como en el envés cantidades
considerables de estomas. Estos resultados podrian revelar
un efecto del estrés que tuvieron los brotes vegetales durante
el proceso de inmersion en los sistemas, lo que provoco que
produjeran mas estomas en la zona de menor recepcion
luminica. Lo anterior concuerda con lo expuesto por Molina-
El Hage et al. (2008), quienes indicaron que las plantulas en
condiciones in vitro, la energia implicada en las funciones del
desarrollo de las hojas y en la funcion de las hojas mismas,
la obtienen del medio del cultivo para producir sus propios
asimilados, induciendo con ello el arreglo morfométrico méas
viable acorde al proceso de adaptacion posterior, que es una
respuesta que los autores lo atribuyen a estrés.

Al comparar la longitud de los estomas, se encontré que entre
tratamientos y entre cara de la hoja los tamafios fueron
similares. Lo anterior se interpreta que independientemente
de los valores de F.I., T. I. y V.M., los brotes expuestos a
estas condiciones no afectaron al proceso de generacion de
longitud de las estomas. Toral et al. (2010), indican que el
cambio en las condiciones ambientales induce a cambios en
el tamafio de los estomas, que es una caracteristica de
adaptabilidad de los tejidos segun la especie. Lo anterior no
coincide con lo encontrado en el presente trabajo para la
caracteristica longitud, pero, por otro lado, en lo
correspondiente a la anchura, si hay coincidencia, ya que en
el valor de ancho de estoma las condiciones mas viables
encontradas en el presente estudio de F. I, T. . y V. M.
fueron de 12.0, 15.0 0 20.0 y 25.0, mostrando tamafos que
oscilaron entre 17.0 y 20.0 pm, independientemente de si es
en el haz o en el envés. Alvarez-Bello et al. (2015) indicaron
que los cambios de longitud y anchura de los estomas
presentes en las areas foliares de las plantas, son inducidas
por moléculas oligogalacturonicas, donde dependiendo del
tipo de estrés, el efecto del cambio en tamafio de anchura es
mayor, independientemente de la zona haz o envés.
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Evaluacion en campo de Serratia marcescens 1BC-

CR18 como agente de biocontrol de la roya del café

Benjamin Moreno-Castillo, Abdias Espada-Sanchez, Miguel Salvador-
Figueroa, Maria de Lourdes Adriano-Anaya*

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

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar en campo el efecto de la aspersion de la cepa Serratia marcescens
IBC-CR18 como potencial agente de biocontrol de la roya del café (Hemileia vastratix) en plantas de
café arabe variedad “Marago” de siete meses de edad. Se evalud el cultivo crudo (10° UFC mL' maés
metabolitos) obtenido en caldo nutritivo por 72 h bajo fermentacion estatica a 26 °C (+ 2 °C) y el cultivo
crudo sometido a congelacion por 48 h previamente a la aspersion en campo, con la finalidad de inactivar
las células bacterianas. Se incluyd un tratamiento quimico convencional (oxicloruro de cobre al 85%
como ingrediente activo, a dosis de 5 g L' de agua), un biofungicida comercial a base de Bacillus subtilis
(Serenade® Opti, 5 g L") y un Control (agua). El analisis de medidas repetidas del indice de infeccién
mostr6 diferencias altamente significativas entre tratamientos (Fs437=4.47; P=0.0015), las cuales se
presentaron al final del ensayo. Después de la aspersion de los tratamientos sobre las plantas de café, el
biofungicida comercial fue el que presentd el menor valor de area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (abcpe) con respecto a los demas tratamientos y al Control (F4115=3.00; P=0.02) y caus6
retrasé en la epidemia por 20.3 dias en comparacion con el testigo. Los tratamientos a base del cultivo
crudo de la bacteria y cultivo crudo congelado retrasaron el progreso de la enfermedad por 12.2 y 15.3
dias, respectivamente, con respecto al Testigo.

Field evaluation of Serratia marcescens |BC-CR18 as

biocontrol agent of the Coffee leaf rust

Abstract

The aim of this work was to assess in the field the effect of Serratia marcescens strain IBC-CR18 as
potential biocontrol agent of the coffee leaf rust (Hemileia vastratix), sprayed onto seven months-old
Arabic coffee plants cv. “Marago”. We evaluated the crude culture of the strain (10° UFC mL-! and
metabolites) grown on nutrient broth during 72 h under static fermentation at 26 °C (£ 2 °C) and the crude
culture subjected to freeze-thaw 48 h before field spraying, with the objective to inactivate the bacterial
cells. A conventional chemical treatment (85% cupper oxychloride as active ingredient, at a dose of 5 g
L' of water), a commercial biofungicide based on Bacillus subtilis (Serenade® Opti, 5 g L") and a
Control (water) were included. The repeated measures analysis of the infection indices revealed statistical
differences between treatments (F4437=4.47; P=0.0015), which were noticeable at the end of the field
trial. After spraying of the treatments on coffee plants, the commercial biofungicide accumulated the
lowest amount of disease (area under disease progress curve) in comparison to the rest of the treatments
and control (F415=3.00; P=0.02), and caused a delay of the epidemics for 20.3 days as compared to
Control. On the other hand, bacterial crude culture and freeze-thaw crude culture, delayed the disease
progression for 12.2 y 15.3 days, respectively, in comparison to Control.
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1. Introduccién

A nivel mundial, México se ubica dentro de los primeros diez
paises productores de café (Canet Brenes et al.,, 2016).
Durante el afio 2021, se produjeron 947 000 ton de café
cereza en una superficie de alrededor de 710 000 ha, donde
Chiapas contribuyd con el 36% de la produccion total (SIAP,
2021). En México, la mayoria de la produccion de café se
obtiene de las variedades arabigas (Coffea arabica L.), las
cuales ofrecen alta calidad de taza pero que en campo son
altamente susceptibles al hongo Hemileia vastatrix, agente
causal de la roya del café¢ (Hernandez et al., 2021). Este
hongo es considerado el patdgeno mas destructivo y de
mayor importancia econdémica para el sector cafetalero a
nivel mundial, el cual puede provocar pérdidas en
rendimiento  superiores al 35% y tener impacto
epidemioldgico poliético en los afios posteriores a su
aparicion en las plantaciones (Talhinhas et al., 2017).

La roya del café fue detectada por primera vez en México en
1981, especificamente en el Soconusco, Chiapas (Barrera-
Gaytan y Gomez-Ruiz, 2019), pero durante los subsecuentes
30 afios no se observaron niveles de infeccion
econdmicamente importantes en los cafetales sembrados con
las variedades susceptibles de café arabigo que se cultivaban
tradicionalmente por esos afios (arabe, bourbon, marago,
catuai). Sin embargo, durante el 2012 se presentaron niveles
atipicos de la enfermedad en los cafetales de las regiones
Soconusco y Sierra de Chiapas que oscilaron alrededor del
74% de incidencia y 30% de severidad, lo que causé una
defoliacion promedio de 36% en los cafetos (Barrera et al.,
2013; Libert-Amico y Paz-Pellat, 2018) y pérdidas del 20%
en rendimiento que fueron incrementdndose en los afios
posteriores. Los especialistas han coincidido que los
cambiantes patrones climaticos generados por el
calentamiento global han impactado la dindmica de las
epidemias de roya del café (Barrera et al., 2013; Canet Brenes
et al., 2016; Henderson, 2019; Libert-Amico y Paz-Pellat,
2018). Aunque las variedades arabigas de café “Typica” y
“Bourbon” son las preferidas por los productores, éstas se
han sustituido por la especie tolerante ‘“Robusta” (C.
canephora Pierre ex Froehner) o por variedades e hibridos de
C. arabica resistentes a la roya (Libert-Amico y Paz-Pellat,
2018, Hernandez et al., 2021). Sin embargo, se han
encontrado muchas variantes de H. vastatrix que han llegado
a superar esta resistencia (Talhinhas et al., 2017).

El desarrollo de la enfermedad inicia cuando las
urediniosporas germinan, lo cual ocurre entre las 12y 24 h
posteriores a su llegada a las hojas y requiere de una pelicula
de agua sobre la superficie foliar. Al cabo de 48 h se generan
los apresorios sobre los estomas e ingresa el micelio al
interior de la hoja. Los sintomas aparecen 14 dias después de
la germinacién y la esporulacion ocurre entre los 2 o 4 dias
posteriores a la aparicion de los sintomas. Las temperaturas
de 22 a 26 °C favorecen los procesos del hongo (Barrera-
Gaytan et al., 2014; Toniutti et al., 2017). La roya causa
dafios en las las hojas, las ramas y en casos de alta severidad
también en los frutos del café, ademas de provocar la
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defoliacion total o parcial de los cafetos. Inicialmente la
enfermedad se manifiesta como puntos clordticos que con el
tiempo se vuelven manchas necroéticas, sobre las cuales se
forman esporulaciones polvosas de tonalidad amarillo-
naranja y que finalmente conducen a la muerte del tejido
infectado (Barrera-Gaytan et al., 2014; Toniutti et al., 2017).
El manejo de la enfermedad se realiza principalmente
mediante la aplicacién de fungicidas sintéticos como el
oxicloruro de cobre (de contacto) y triazoles (curativos,
sistémicos) que previenen y eliminan el establecimiento del
indculo del patogeno sobre la superficie de las hojas y tallos
(Talhinhas et al., 2017). Sin embargo, el oxicloruro de cobre
es el preferido por tratarse de un fungicida relativamente
barato, aunque su efectividad es limitada y se requieren
aplicaciones continuas para lograr resultados favorables de
control. Desafortunadamente, el uso continuo de este
fungicida puede llegar a causar problemas de contaminacién
ambiental (Hernandez et al., 2021). Esta situacion ha
propiciado la busqueda de estrategias alternativas de
biocontrol mediante el uso de microorganismos, los cuales
son de bajo riesgo para el ser humano y de bajo impacto
ambiental (Pandit et al., 2022; Rettinassababady vy
Jeyalakshmi, 2014).

Los microorganismos ejercen varios modos de accion contra
los hongos fitopatdgenos: induccion de resistencia vegetal,
competencia por espacio y nutrientes, hiperparasitismo y
antibiosis (mediante la produccién de enzimas micoliticas y
metabolitos secundarios) (Kohl et al., 2019). Uno de los
microorganismos ampliamente estudiados como agentes de
biocontrol de fitopatogenos ha sido la bacteria Serratia
marcescens (Enterobacteriaceae), la cual se caracteriza por
tener un variado metabolismo secundario que la hace ser un
potencial candidato agente de biocontrol de H. vastratrix
(Soenens e Imperial, 2020). Por esta razon, el objetivo del
presente estudio fue evaluar en campo los metabolitos
extracelulares y las células bacterianas de S. marcences cepa
IBC-CR18, como agente de biocontrol de la roya del café en
una plantaciéon comercial del Soconusco, Chiapas, México.

2. Materiales y métodos

2.1. Microorganismo

La bacteria Serratia marcences IBC-CR18 (antes FCA-
CR18, en lo sucesivo referida como IBC-CRI18) fue
proporcionada por el cepario del Instituto de Biociencias de
la Universidad Auténoma de Chiapas. La bacteria fue aislada
de rizésfera de plantas de café variedad Bourbon en la
localidad Plan Esperanza de la zona media-alta del municipio
de Tapachula, Chiapas, México (Camposeco, 2017).

2.2. Preparacion del indculo de S. marcescens IBC-CRI18
Después de la reactivacion de la cepa en agar nutritivo, la
bacteria fue cultivada en caldo nutritivo (pH 7) por 72 h bajo
fermentacion estatica a temperatura ambiente (26+2 °C).
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2.3. Tratamientos

Se evaluaron dos tratamientos de S. marcescens: 1) cultivo
crudo (metabolitos y 10° UFC mL™") y 2) cultivo crudo
sometido a congelacion (-8 °C por 48 h), para inactivar las
células bacterianas y evaluar en campo unicamente el efecto
de los metabolitos extraceluares. Los tratamientos se
realizaron durante el afio 2021 en una plantaciéon comercial
de caf¢ arabe variedad Marago, ubicada en el Cantén el
Triunfo municipio de Tapachula, Chiapas, México, en el
rancho los Olivos (14°58°34.6”, N 92°13°24.8”, 440 msnm).
El promedio de precipitaciéon oscila alrededor de los 2000
mm y presenta un clima calido-himedo con abundantes
lluvias en verano (INEGI, 2017). Las plantas experimentales
fueron de siete meses de edad. Durante el experimento no se
registraron aplicaciones de herbicidas, insecticidas o
fungicidas, con excepcion de los tratamientos evaluados en
el presente ensayo, el cual se llevé a cabo del 20 de junio al
22 de octubre del 2021. Aparte de los dos tratamientos a base
del ino6culo bacteriano IBC-CRI1S8, se incluyeron como
tratamientos el oxicloruro de cobre con un contenido de 85%
de ingrediente activo (dosis 5 g L™! de agua), un biofungicida
comercial a base de Bacillus subtilis cepa QST713 con
1.3x10'° UFC g'! de producto formulado (Serenade® Opti,
Bayer CropScience, dosis 5 g L' de agua) y agua como
control (testigo). Para la aplicacion se utilizaron aspersores
manuales de 1 L de capacidad (Klintek modelo ATO-100),
calibrados a un gasto de 200 L ha'!. Se aplicaron soluciones
correspondientes a cada tratamiento de manera uniforme
sobre el haz y envés de las hojas. Los tratamientos se
establecieron bajo un disefio completamente al azar de cinco
tratamientos y tres repeticiones, cada repeticion consistié de
ocho plantas experimentales. Las aspersiones de los
tratamientos se realizaron cada 14 dias y los muestreos de la
enfermedad cada 30 dias.

2.4. Indice de infeccién de las plantas

El indice de infeccion fue determinado mediante una escala
de dafio, establecida de acuerdo al porcentaje de la hoja con
sintomas visibles de la roya: grado 0= sin sintomas de roya,
grado 1= con puntos cloréticos, grado 2: 2-6% con sintomas,
grado 3= 7-19% con sintomas, grado 4= 20-44% con
sintomas, grado 5= 45-70% de la hoja con sintomas de roya,
y grado 6= > 70% de la hoja con roya (Camposeco, 2017).
Se analizaron todas las hojas de las plantas y en base a esta
escala se calcul6 el indice de infeccion (I) para cada planta
de acuerdo a la formula, II (%) = (3;an/6N) x 100 (Carlier et
al., 2002); donde: a es cada uno de los grados de la escala (0-
6), n corresponde al ntimero de hojas presentes en cada grado
y N es el nimero total de hojas muestreadas. Con esta
informacion, se calculd por cada planta el pardmetro area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe),
utilizando la férmula abepe = . [(III + 112)/2] [t2 — t1]
(Achicanoy, 2000; Mohapatra et al., 2008); donde: 1L y 1I>
son los indices de infeccidon acumulados en los tiempos t1 y
t2, respectivamente, siendo t1 y t2 los dias trascurridos entre
dos muestreos consecutivos.

La tasa de infeccion aparente (r) de cada tratamiento se
calculé mediante la formula de Van der Plank (1964); r =
[/(t-t1)] [In(X2/1-X2)-In(X1/1-X1)]; donde: t1 y t
representan los dias transcurridos (fecha inicial y fecha final
del ensayo), X1 y Xz son la proporcion acumulada de la
enfermedad en t1 y t2. Con esta informacion, se calculd el
factor At entre cada tratamiento y control (Whitney, 1976)
usando la formula At = (1/r) In (x0/x0s); donde: At es el retraso
en el progreso de la enfermedad (en dias) causado por el
tratamiento (xos) en comparacion con el control (xo), r es la
tasa aparente de infeccion de xos calculado con la féormula de
Van der Plank (1964).

2.5. Analisis de datos

El analisis de los indices de Infeccion (IT) sobre el tiempo se
realizé mediante un analisis de varianza de medidas repetidas
(0=0.05) y la separacién de medias de los tratamientos en
cada fecha de muestreo mediante los intervalos de confianza
al 95%. Para el abcpe se realizé un andlisis de varianza de un
factor y la separacion de medias mediante la prueba de Tukey
(0=0.05). Previamente los valores de abcpe se transformaron
mediante la raiz cuadrada para cumplir los supuestos de
normalidad y homocedasticidad. Los analisis estadisticos se
realizaron en el paquete estadistico R (R Core Team, 2021;
ver 4.1.1., https://www.R-project.org) con apoyo de R
Commander (version 2.7-1). El valor del factor At se presenta
como una medida descriptiva general del retraso en el
progreso de la enfermedad causado por cada tratamiento.

3. Resultados y Discusion

El analisis de medidas repetidas revel6 diferencias altamente
significativas entre tratamientos al término de la evaluacion
en campo (Fs437=4.47; P=0.0015). Inicialmente los
tratamientos mostraron indices de infeccion desiguales, los
cuales se homogenizaron hacia el segundo y tercer muestreo,
para finalmente mostrar diferencias significativas en el
cuarto muestreo entre las plantas tratadas y las del Control
(Figura 1).

mControl  wIBC-CR18 0OIBC-CRI18 (cong) DOOxic. Cobre  ®Serenade ®

Indice de infeccion (IT)

20/Jun 12/Ago 20/Sep 22/Oct
Fecha

Figura 1. Evolucion de los indices de infeccion (II) durante la
evaluacion en campo de IBC-CR-18 como agente de biocontrol de
la roya del café. Las barras de error son los intervalos de confianza
superior e inferior al 95%. Dentro de cada fecha de muestro, barras
con la misma letra son estadisticamente iguales (P>0.05).
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Por otro lado, el analisis de varianza mostré diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos en cuanto al area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe)
(F4115=3.01; p=0.02) siendo el biofungicida a base de

5(2): 49-54

Bacillus subtilis (Serenade® Opti) el que presentd el menor
valor de abcpe, aunque fue similar a los tratamientos a base
de la cepa IBC-CR18 y oxicloruro de cobre (Figura 2).

abcpe At
90 Control 71.6£10.9 a --
seses« IBC-CR18 68.3+15.9 ab 12.2
80 +
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é 70 + = 0xic. Cobre 65.0£10.6 ab
3 == Serenade ® 60.7+11.2b
® 60 1
=
2
3
& 50T
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S 40 +
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T 301
20 + ¥~
10 +
O T T T
20/Jun 12/Ago 20/Sep 22/Oct

Fecha

Figura 2. Indices de infeccion acumulados durante la evaluacion en campo de IBC-CR18. Se muestran los valores promedio de 4rea bajo
la curva (abepe) + desviacion estandar por tratamiento y el valor de At (dias) por tratamiento en comparacion con el control. Valores con la

misma letra son significativamente iguales (P>0.05).

En cuanto al retraso en el progreso de la enfermedad, los
tratamientos a base del cultivo crudo y cultivo crudo
congelado de la cepa IBC-CR18 mostraron un factor At de
12.2 y 15.3 dias, mientras que el oxicloruro de cobre y el
biofungicida comercial retrasaron la enfermedad por 7.2 y
20.3 dias en comparacion con el control, respectivamente
(Figura 2).

S. marcescens es ampliamente reconocida por tener una
destacada actividad antifingica ante una variedad de
fitopatégenos, lo cual es atribuible a su variado metabolismo
secundario  extracelular que incluye antibidticos
(prodigiosina, carbapenémicos, altiomicina), una maquinaria
quitinolitica altamente eficiente para degradar la quitina
estructural de las paredes celulares flingicas (enzimas
micoliticas), compuestos antifingicos (oocidina A),
compuestos  volatiles  antifungicos  (sodorifeno) 'y
biosurfactantes (serrawettins), principalmente (Soenens e
Imperial, 2020).

De manera general, los trabajos de investigacion en campo
sobre la evaluacion de agentes de biocontrol de H. vastatrix
son relativamente pocos (Hernandez et al., 2021). A pesar de
que es un hongo parasito obligado que no puede cultivarse en
el laboratorio, se han reportado algunos trabajos que
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muestran porcentajes de inhibicion in vitro en la germinacion
de las urediniosporas de H. vastatrix entre el 50-100%,
ocasionados por Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens
(Bettiol y Varzea, 1992; Daivasikamani y Rajanaika, 2009;
Shiomi et al., 2006). Algunas cepas de hongos también han
sido reportadas como micoparasitos potenciales agentes de
biocontrol de H. vastatrix, principalmente Lecanicillium
spp., Simplicillium spp., Calcarisporium sp., Trichoderma
spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Acremonium sp.,
Cladosporium sp. y Aspergillus sp. (Hernandez et al., 2021).
En el presente trabajo se encontrd que las plantas que fueron
asperjadas con los cultivos crudos (metabolitos y células) de
la bacteria IBC-CR18 mostraron valores de severidad
similares a las plantas tratadas con el oxicloruro de cobre,
ademas de causar mayor retraso en el desarrollo de la
enfermedad que el fungicida quimico. Similarmente, Haddad
et al. (2009) encontraron que la aspersion en campo de
plantas de café variedad Mundo novo con una suspension
bacteriana de la cepa B157 de B. subtilis mostrd valores de
severidad de roya similares a las plantas tratadas con
hidréxido de cobre. Estos resultados ponen de manifiesto la
posibilidad de que estos biofungicidas sustituyan a futuro,
reduzcan o complementen a los fungicidas quimicos, debido
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a su actividad quitinolitica sobre las paredes celulares
fungicas (Swiontek et al., 2014) o a la alteracion de procesos
metabdlicos fungicos que causan los metabolitos
extracelulares de la bacteria (Soenens e Imperial, 2020).

Por otro lado, la efectividad de los tratamientos don se uso
IBC-CR18 pudo haber sido afectada durante la temporada de
lluvias, ocasionando que el tratamiento se haya dispersado en
eventos de lluvia intensa que pudiesen lavar el in6culo de las
hojas antes de que las bacterias puedan colonizar los tejidos
vegetales, considerando que las aplicaciones en campo se
realizaron en los meses de junio-octubre. La formulacion de
estos bioproductos juega un papel clave para poder garantizar
resultados favorables de control en el campo, tal como ocurre
con los biofungicidas disponibles comercialmente. Por
ejemplo, el biofungicida comercial recomendado para roya
del café¢ y formulado a base de extractos botdnicos de
Melaleuca  alternifolia  (Timorex  Gold®) redujo
significativamente en casi 50% la tasa de infeccion aparente
(r) de la roya y el abcpe en 14% en relacion al Testigo
(Fajardo-Franco et al., 2020). En el presente estudio, el
biofungicida comercial a base de B. subtilis (Serenade®
Opti) presentd los valores mas bajos de abcpe y causé el
mayor retraso de la enfermedad con respecto al control (20
dias). Con los resultados obtenidos en esta investigacion se
muestra el potencial de la cepa IBC-CR18 como agente de
biocontrol de la roya. Sin embargo, investigacion
complementaria es requerida para validar los resultados
obtenidos, asi como también definir las metodologias que
permitan escalar su produccion y disefiar una formulacion
adecuada que permita dar mas estabilidad y sobrevivencia a
la cepa y sus metabolitos en el campo.

4. Conclusion

Los cultivos crudos de la cepa IBC-CR18 de Serratia
marcescens tienen potencial como agentes de biocontrol de
la roya del café y podrian a futuro reducir, sustituir o
complementar las aplicaciones de oxicloruro de cobre en el
campo.

Los tratamientos a base de la cepa IBC-CR18 (metabolitos
mas células) y cultivo crudo congelado (metabolitos),
retrasaron la enfermedad por 12 y 15 dias, respectivamente.
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Desarrollo del banano variedad “Pina” cultivado con

sistema organico

Miguel Salvador-Adriano, Alina Villalobos-Hau, Miguel Salvador-
Figueroa, Benjamin Moreno-Castillo, Maria de Lourdes Adriano-Anaya*

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

Resumen

El banano variedad “Pifia” es producido y comercializado en el Soconusco, Chiapas, México. La
informacion sobre el desarrollo de dicha variedad es escasa. El objetivo del presente trabajo fue
monitorear el desarrollo del banano variedad “Pifia” cultivado bajo un sistema organico. Empleando 44
plantas por tratamiento, repartidas en cuatro surcos de 11 plantas, fue estudiado el desarrollo de las
plantas con dos estrategias de biofertilizacion: 1) 5 kg por planta de compost + 2 L por planta de biol y
2) 5 kg por planta de compost + 4 L por planta de biol. El compost fue aplicado cada 56 dias y el biol
cada 7 dias. Las determinaciones altura de planta, perimetro del pseudotallo, nimero de hojas, nimero
de hijuelos, y estado nutricional (SPAD) de las hojas 4 y 6 fueron realizadas cada 14 dias hasta el
florecimiento de las primeras plantas. Las plantas biofertilizadas con mayor cantidad de biol alcanzaron
la altura maxima en menor tiempo, mayor velocidad de crecimiento, mayor perimetro de pseudotallo,
mayor cantidad de hijuelos y florecieron primero. Al florecimiento, no se encontraron diferencias en el
niimero maximo de hojas funcionales, ni en el estado nutricional de las hojas 4 y 6, entre las plantas de
los dos tratamientos.

Development of the “Pifia” variety banana cultivated

with an organic system

Abstract

The "Pifia" variety banana is produced and marketed in Soconusco, Chiapas, Mexico. Information on the
development of this variety is scarce. The objective of this work was to determine the development of
the banana variety "Pifia" grown under the organic system. Using 44 plants per treatment, divided into
four rows of 11 plants each, the development of the plants was studied with two biofertilization strategies:
1) compost 5 kg per plant, biol 2 L per plant and 2) compost 5 kg per plant, biol 4 L per plant. The
compost was used every 56 days and the biol every 7 days. The plant height, pseudostem perimeter,
number of leaves, number of suckers, and nutritional status (SPAD) determinations of leaves 4 and 6
were made every 14 days until the flowering of the first plants. The biofertilized plants with the highest
amount of biol reached the maximum height in less time, faster growth rate, greater pseudostem
perimeter, greater number of shoots and flourished first. Between the plants of the two treatments, no
differences were found in the number of maximum functional leaves, and at flowering, and the nutritional
status of leaves 4 and 6.
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1. Introduccién

El banano es uno de los frutales mas cultivados en el mundo
(Castillo et al., 2011). México es el 12° productor mundial y,
el estado de Chiapas aporta 30.9% de la produccion
(SAGARPA, 2018). Los cultivos de platanos y bananos
pueden considerarse semi-perennes, ya que, una vez
instaladas las plantaciones permanecen de 10 a 20 afios sin
sustitucion. Ademads, el manejo de estos frutales es realizado
como un monocultivo con densidades de siembra con un
rango de 1500 a 2500 plantas ha'! (Cedefio-Garcia et al.,
2020).

Para crecer y fructificar, el banano requiere de elementos
quimicos proporcionados por el aire (carbono y oxigeno), el
agua (hidrogeno y oxigeno) y el suelo (nitrogeno, fosforo,
potasios, calcio, magnesio, azufre, entre otros). Sin embargo,
en un cultivo, la velocidad de extraccion de los elementos
proporcionados por el suelo es mas rapida respecto a los
ciclos biogeoquimicos; razén por la cual se agregan
fertilizantes quimicos (Abreu et al., 2018; Quevedo et al.,
2019). Convencionalmente, la fertilidad quimica del suelo
bananero es mantenida por la adicion de (ha™! ciclo™): 200 -
490 kg de N, 400-860 kg de K20, 72-80 kg de P20s5 y
cantidades variables de elementos menores (Molina-Moreno
etal., 2015; Soto, 1991). Ademas, el cultivo convencional de
platano y banano controla las malezas con herbicidas
quimicos (1.0 L ha'! de glifosato y minimo dos aplicaciones
ciclo!) y plaguicidas quimicos para los microorganismos
productores de enfermedades (1.25 L ha™! de clorotalonil). El
empleo de los agroquimicos convencionales ha impactado
negativamente el ambiente y a la salud tanto de los
consumidores como de las personas que manejan el cultivo
(Kim et al., 2017; Riccioppo, 2011) y en la calidad del suelo
(Arora y Sahni, 2016; Cardona et al., 2016; Singh y Prasad,
2019). Por lo anterior, en el mercado internacional se ha
despertado la conciencia sobre el cuidado a la salud y la
proteccion al ambiente, demandando frutos libres de
agroquimicos residuales, por lo que la agricultura orgénica es
una alternativa para los productores (Vasquez-Castillo et al.,
2019).

La agricultura orgénica aprovecha los residuos orgéanicos de
los cultivos a través de su transformacion en abonos, lo que
ayuda al crecimiento de las plantas y contribuye a mantener
y mejorar las propiedades del suelo (Jara-Samaniego et al.,
2021; Ramos y Terry, 2014). Una amplia gama de
investigaciones sobre el empleo de fertilizantes organicos en
el cultivo de café, agave, cafia, papaya, arroz, chile, tomate,
jitomate, lechuga, trigo, fresa, sorgo, entre otros, ha sido
realizada (Marquez-Quiroz et al., 2013; Montero et al., 2010;
Steffen et al., 2010). Los platanos y bananos no han sido la
excepcion (Capa et al, 2016; Ndukwe et al., 2012; Patil y
Shinde, 2013; Silva et al., 2016; Vasquez-Castillo et al.,
2019). En todos ellos el empleo de materia organica
procesada impacta positivamente en las propiedades del
suelo y contribuye en el desarrollo de las plantas en cuestion.
El banano variedad “Pifia” es producido y comercializado en
la region Soconusco de Chiapas, México. Escasa es la
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informacion cientifica respecto a la biologia y parametros de
produccién de esta variedad de banano. El cultivo de este
banano es realizado de manera convencional y en muchas
ocasiones simplemente solo es sembrado y cosechado. Por lo
anterior el objetivo de este trabajo fue determinar el
desarrollo del banano variedad “Pifia” cultivado bajo sistema

organico.

2. Materiales y métodos

2.1. Lugar de trabajo

El trabajo fue realizado en la estancia agroecoldgica “Ayol”
ubicada en el municipio de Tapachula, Chiapas, México
(14°49°48.56"°'N; 92°17°46.98°0; 58 msnm), durante el
ciclo 2019-2020.

2.2. Biofertilizantes

Los biofertilizantes (compost y biofermento liquido) se
elaboraron por el método reportado por Molina-Moreno et al.
(2015), con modificaciones. La produccién de fermento
liquido (biol) fue realizada empleando una mezcla de 411 g
de cascarones de huevo, 6 kg de cenizas, 1 L de caldo de
cultivo conteniendo levadura (Sacharomyces cerevisiae; 10°
células mL™'), 600 mL de leche de vaca, 6 kg de banano y
pifia fermentadas, 160 kg de estiércol bovino y suficiente
agua para obtener un volumen de 425 L. La mezcla se
fermentd anaerdbicamente por 28 dias. El compost fue
elaborado con residuos vegetales de la estancia
agroecoldgica “Ayol”: hojas y pseudotallo de platano y
banano, frutos sobremadurados y desechados, hojarasca,
estiércol fresco de bovino, agua para mantener la humedad
entre 80% a 90% y se dejo bajo malla sombra (50%). La
mezcla fue humedecida y aireada cada 7 dias por un periodo
de 84 dias. Una vez obtenidos los biofertilizantes se les
determind el contenido de nitrégeno total (Cuadro 1), por el
método de Kjendahl, de acuerdo con la SEMARNAT (2002)
y de acuerdo con estos resultados se formularon los
tratamientos a aplicar conforme al requerimiento nutricional
de las plantas.

Cuadro 1. Concentracion de nitrogeno (N) en los

biofertilizantes empleados en este trabajo.
Biofertilizante Nitrogeno total

Compost 1.74 g de N kg*!

Biol 1.59 gde N L'

2.3. Material bioldgico

Se utilizaron 90 hijuelos de 2-3 meses de edad y morfologia
homogénea de banano variedad “Pifia”, obtenidos del rancho
“Los Cascabeles” ubicado en el ejido “El Aguacate” en el
municipio de Mazatan, Chiapas (14°51'36"N; 92°26'51"0);
de clima céalido subhumedo. Estos hijuelos fueron
trasladados a la Estancia Agroecoldgica “Ayol” en donde se
sembraron mediante el sistema tradicional descrito por Soto
(1991) con las siguientes modificaciones: Una vez cavadas
las cepas, donde se colocaron los cormos, fue adicionado 400
g de cal agricola con agua para prevenir el desarrollo de
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hongos endoéfitos patdgenos y el cormo de cada hijuelo fue
lavado y desinfectado con una solucion de cloro comercial al
10%. La distribucion de los hijuelos fue bajo un sistema de
triangulo equilétero, descrito por Soto (1991), resultando en
ocho surcos de 11 plantas cada uno. Por tltimo, se agregaron
aproximadamente 2 kg de compost alrededor de cada hijuelo.

Cuadro 2. Descripcion de tratamientos de fertilizacion, dosis
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Los tratamientos establecidos (Cuadro 2) fueron aplicados 6
semanas después de la siembra (SDS) de los hijuelos. Previo
a la aplicacion de los tratamientos fueron fertilizadas con 1.5
L de biol cada 7 dias y 3 kg de compost a la 4 SDS.

frecuencia de aplicacion por

Tratamientos  Numero de plantas  Fertilizantes  Cantidad planta’!  Frecuencia de aplicacién
T1 44 Compost S5kg Cada 8 semanas

Biol 2L Cada 7 dias
T 44 Compost S5kg Cada 8 semanas

Biol 4L Cada 7 dias

2.4. Tratamientos establecidos

Los tratamientos fueron establecidos aleatoriamente,
considerando cuatro surcos para el tratamiento uno y cuatro
para el tratamiento dos.

2.5. Determinacion de variables agronomicas

Las variables agronémicas determinadas a cada una de las
plantas de los tratamientos utilizados fueron: altura del
pseudotallo (flexémetro Wolfox®) desde el nivel del suelo
hasta la interseccion de las ultimas dos hojas emitidas por la
planta; perimetro del pseudotallo (cinta métrica de 150 cm) a
5 cm sobre el nivel del suelo; nimero de brotes (hijuelos);
numero de hojas funcionales y; estado de nutriciéon en
Unidades SPAD (Minolta SPAD 502™). Los datos fueron
colectados hasta que alguna planta, independiente del
tratamiento o del surco, inici6 el proceso de florecimiento.

2.6. Analisis de datos
El valor promedio de cada variable (de los cuatro surcos), fue
utilizado para realizar la comparacion entre tratamientos,
construyendo graficas de dispersion. Con esos datos fue
realizada la comparaciéon de medias considerando una
distribucion t-student.

3. Resultados y Discusion

La Figura 1 muestra la cinética de crecimiento (altura del
pseudotallo) de las plantas de banano variedad “Pifa” bajo
los tratamientos de biofertilizacion utilizados en este trabajo.
La curva muestra que las plantas alcanzaron su maximo
tamafio después de 13 muestreos (172 dias después de
iniciado el tratamiento de biofertilizacion, DDITB) y con
forma sigmoidea. La curva de crecimiento tuvo tres fases
claramente diferenciadas: la primera con duracion de tres
muestreos (42 DDITB), denominada etapa de plantula
(Torrado-Jaime y Castafio-Zapata, 2008) y sin diferencia
significativa (P>0.05) entre tratamientos; la segunda fase de
rapido crecimiento con duraciéon de 7 (96 DDIB) y 6
(84DDITB) muestreos para las plantas del Tratamiento 1
(T1) y Tratamiento 2 (T2), respectivamente, con diferencia
significativa (P<0.05) y conocida como etapa de pre-
florecimiento (Torrado-Jaime y Castafio-Zapata, 2008) y una
etapa final de crecimiento lento con duracion de tres

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

muestreos (42 DDITB) para las plantas del T1 y cuatro
muestreos (56 DDITB) para las plantas del T2, sin ninguna
denominacién y sin diferencia significativa (P>0.05) entre
tratamientos. La altura promedio de las plantas del T2 fue
349 cm y las del T1 fue 328 cm. Las primeras plantas en
alcanzar la fase de florecimiento fueron las del T2.
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Figura 1. Cinética de la altura del pseudotallo del banano variedad
“Pifia” cultivado con dos tratamientos de biofertilizaciéon. [1 =T]I,
0=T2.

Tanto la altura maxima de las plantas como la duracion de la
etapa de plantula estuvo dentro del rango reportado para
platanos de las variedades “Africa”, “Dominico Hartén”,
FHIA-20 y FHIA-21 (Torrado-Jaime y Castafio-Zapata,
2008) sin embargo, el tiempo invertido en la fase de pre-
florecimiento fue la mitad de lo reportado para esas mismas
variedades. Por su parte, Martinez y Cayon (2011) reportaron
que los bananos de las variedades “Gran Enano” y “Valery”
alcanzaron la etapa de florecimiento 173 y 191 dias después
de la siembra. Las diferencias estan asociados a la variedad
de platano o banano empleada. Asi mismo, es reconocido que
la altura de las plantas de banano depende de la cantidad de
nitrégeno suministrado (Nomura et al., 2017; Torres-Bazurto
et al., 2019). Por lo anterior, la diferencia encontrada entre
las plantas de los dos tratamientos empleados en este trabajo,
pueden deberse a la cantidad de nitrogeno adicionado,
aunque, es posible que también estuviese influenciada por los
demas componentes del biol.
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La fase de pre-florecimiento de las plantas de los
tratamientos empleados se ajustd al modelo lineal con
ecuacion Y = 29.424X — 14.115; R2 =099 para Tl y, Y =
34.075X — 6.786; R? = 0.99 para T2. Por lo anterior la
velocidad de crecimiento de las plantas del T2 (34.075 cm
muestreo™! 0 2.43 cm dia!) fue 16% mayor respecto a las
plantas del T1 (29.494 ¢cm muestreo! o 2.1 cm dia!). Tal
diferencia pudiera explicar por qué las plantas de T2
florecieron en menor tiempo.

La cinética del perimetro del pseudotallo de las plantas de
banano variedad “Pifia” mostraron una dindmica similar a la
del incremento en altura (Figura 2). Sin embargo, para esta
variable las diferencias entre los dos tratamientos de
biofertilizacién utilizados fueron mas trascendentales, es
decir, se conservaron practicamente durante todo el ciclo de
desarrollo de las plantas y donde el perimetro de las plantas
del T2 fue mayor al T1. La ganancia en perimetro también
mostro tres fases: una primera fase, con duracion coincidente
con la etapa de plantula (42 DDIT) y sin diferencia
significativa (P>0.05) entre los tratamientos, la segunda fase
con duracion de 84 DDIT para ambos tratamientos,
coincidente unicamente con la etapa de pre-florecimiento de
las plantas del T2, y diferencia significativa entre ellos, y una
etapa de estabilidad, duracion de 70 DDIT y con diferencia
significativa (P<0.05) entre los tratamientos. En etapa de
estabilidad, el perimetro de las plantas del T2 (79.73 £ 1.21
cm) fue 10% mayor que el de las plantas del T1 (72.53 + 1.42
cm). Asi mismo, la velocidad de ganancia del perimetro, en
la fase coincidente con la de pre-florecimiento, también se
ajust6 al modelo lineal con ecuacion Y = 7.774X — 1.795, R?
=0.98 parael T1y; Y = 7.994X + 6.658, R? = 0.99 para T2.
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Figura 2. Cinética del perimetro el pseudotallo del banano variedad
“Pifia” cultivado con dos tratamientos de biofertilizacion. [1=T1, O
=T2.

La variable perimetro, o didmetro, del psuedotallo de las
muséceas no ha sido objeto de atencién en los trabajos de
investigacion por lo que la informacién disponible es escasa.
En ese sentido el perimetro del pseudotallo de las plantas de
banano variedad “Pifia” determinadas en este trabajo fue
mayor a lo reportado por Torrado-Jaime y Castafio-Zapata

(2008) para platanos de las variedades “Africa”, “Dominico

Harton”, FHIA-20 y FHIA-21, diferencia que puede ser
asociada al tipo y variedad de musacea utilizada. Sin
embargo, los resultados de este trabajo orientan a pensar en
que el perimetro del pseudotallo es una variable que permite
detectar diferencias en la disponibilidad de nutrientes en el
suelo.

En platanos y bananos el tiempo invertido para la emision de
brotes, o hijuelos, es una variable de produccion que permite
obtener material para nuevas areas de cultivo, renovar las
plantaciones existentes y para acortar el ciclo de produccion.
La Figura 3 muestra que, independientemente del tratamiento
de biofertilizacion, la emergencia de brotes inici6 56 DDIB.
En promedio las plantas del T1 tuvieron 3.5 brotes planta! y
las del T2 4.5 brotes planta™. La diferencia fue significativa
(P<0.05). Dicha diferencia es atribuible al tratamiento de
biofertilizacion.
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Figura 3. Cinética de emision de brotes (hijuelos) del banano

variedad “Pifia” cultivado con dos tratamientos de biofertilizacion.

0=T1,0=T2.

La emision de brotes en las plantas de banano variedad
“Pifia” fue 1.6 a 1.9 veces mas rapido que lo reportado por
Torrado-Jaime y Castafio-Zapata (2008) para platanos de las
variedades “Africa”, “Dominico Harton”, FHIA-20 y FHIA-
21. La cantidad méxima de hojas funcionales presentes en las
plantas de banano variedad “Pifia” alcanz6 su méaximo valor
98 DDIB, sin diferencias significativas (P<0.05) entre los
tratamientos (Figura 4). Posteriormente tal variable
disminuy¢ hasta alcanzar un valor casi constante, 10.8 hojas
planta™!, durante los ultimos 70 DDIB. La disminucion de la
cantidad de hojas fue resultado de la presencia de sintomas
de sigatoka negra y fusariosis, por lo que fueron eliminadas
las hojas muy enfermas.

La cantidad de hojas funcionales a florecimiento (HFF), del
banano variedad “Pifia” fue similar a lo reportado para
platanos de las variedades “Africa” (9HFF), “Dominico
Harton” (10HFF), FHIA-20 y FHIA-21 (12HFF cada una)
(Torrado-Jaime y Castafio-Zapata, 2008) en banano de la
variedad “Williams” (5.3 HFF) (Torres-Bazurto et al., 2019)
y el banano variedad “Gran Enano” (13HFF) (Soto, 1991).
Finalmente, el nivel de nutricién expresada en las hojas 4y 6
(SPAD), para ambos tratamientos estuvo en el rango de 50 —
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61, sin diferencia significativa (P<0.05) y sin variaciones a lo
largo del tiempo (Figura 5). La estabilidad de esta variable
indica que ambas estrategias de biofertilizacion proveen de
la cantidad de nutrimentos requeridos por la variedad de
banano objeto de este trabajo.
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Figura 4. Cinética de hojas funcionales del banano variedad “Pifia”
cultivado con dos tratamientos de biofertilizacion. [1=T1, O = T2.
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Figura 5. Cinética de las unidades SPAD en las hojas 4 (arriba) y 6
(abajo) funcionales del banano variedad “Pifia” cultivado con dos

tratamientos de biofertilizacion. [1=T1, O = T2.

4. Conclusion

Bajo los procedimientos de biofertilizacion empleados en este
trabajo, el banano variedad “Pifia” tuvo una altura maxima de
328 cm a 349 cm, perimetro del pseudotallo de 72.53 cm a
79.73 cm, nimero de hijuelos de 3.5 hijuelos por planta a 4.5

hijuelos por planta, hojas funcionales maximas de 14.75 por
planta, hojas al inicio de florecimiento de 10.8 por planta y
estado nutricional (SPAD) de 50 a 61, dependiendo del
tratamiento. Ademas, el estadio de plantula tuvo una duracion
de 42 dias y el de pre-florecimiento de 84 dias a 96 dias. Las
primeras plantas con flores fueron observadas 182 dias
después de iniciado el trabajo. A mayor cantidad de
biofertilizante empleado los pardmetros altura de planta,
perimetro de pseudotallo, velocidad de ganancia de altura y
numero de brotes, fueron mejorados.
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