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Resumen

Durante la induccion de callo embriogénico en Coffea canephora Pierre, son comunes los problemas de
produccion de callo hiperhidratado con poco potencial para la formacion de embriones. Este trabajo tuvo
como objetivo estudiar la respuesta morfogénica y relaciones hidricas de explantes de tres secciones de
hojas tiernas y jovenes de café Robusta (INIFAP 95-9), sometidas a diferentes concentraciones de
sacarosa y gelificante, como agentes osmoticos. Para ello, se evaluaron dos tipos de hojas (hojas tiernas
y jovenes) y la seccion del limbo foliar (basal, media y apical), cada tipo sometido a tres concentraciones
de sacarosa: 30, 50 y 80 g L' y tres concentraciones de phytagel: 5.2, 8 y 16 g L™!. En las tres secciones
de la hoja, la concentracién de 8 g L' de phytagel produjo callo de consistencia de calidad (arenosa
compacta o de facil dispersion); en hojas jovenes, el tratamiento con 5.2 'y 8 g L'! de phytagel fueron los
mejores para producir este tipo de callo embriogénico. Los callos de las diferentes secciones tuvieron la
capacidad de osmorregulacion al mantener el potencial de turgencia (¥p) con valores positivos por la
acumulacion activa de solutos. Con base a los resultados obtenidos fue posible identificar el tipo y seccion
foliar, a su vez el agente osmotico y la concentracion mas eficiente para reducir la hiperhidratacion y
generar callos con potencial embriogénico.

Control of hyperhydricity in embryogenic callus

induced in Robusta coffee leaf explants (Coffea
canephoraP.)

Abstract

During the induction of embryogenic callus in Coffea canephora Pierre, problems with the production
of hyperhydrated callus with little potential for embryo formation are common. This work aimed to study
the morphogenic response and water relations of explants from three sections of tender and young leaves
of Robusta coffee (INIFAP 95-9), subjected to different concentrations of sucrose and gelling agent, as
osmotic agents. For this, two types of leaves (tender and young leaves) and the section of the leaf blade
(basal, middle, and apical) were evaluated, each type subjected to three concentrations of sucrose: 30, 50
and 80 g L' and three concentrations of phytagel: 5.2, 8 and 16 g L-!. For the three sections of the leaf,
the concentration of 8 g L'! of phytagel produced callus of quality consistency (compact sandy or easily
dispersed); in young leaves, the treatments with 5.2 and 8 g L-1 of phytagel were the best to produce this
type of embryogenic callus. The calluses of the different sections had the capacity for osmoregulation by
maintaining the turgor potential (Wp) with positive values due to the active accumulation of solutes.
Based on the results obtained, it was possible to identify the type and leaf section, in turn the agent
osmotic and the most efficient concentration to reduce hyperhydration and generate callus with
embryogenic potential.
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1. Introduccion

El café es uno de los principales productos que se
comercializan en el mercado mundial, con una produccion de
10.5 millones de toneladas (Avila-Victor et al., 2023). Su
produccion se realiza normalmente en las zonas tropicales.
Actualmente mas de 80 paises lo cultivan, de los cuales poco
mas de 50 lo exportan. Existe un gran nimero de especies del
género Coffea; pero desde el punto de vista comercial, el
Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre., tienen un
importante papel en el mercado internacional, esto se debe a
sus caracteristicas de productividad, calidad de bebida y
adaptabilidad (Clifford y Willson, 1985). Sin embargo, este
cultivo enfrenta una serie de complicaciones que parten
desde incidencia de plagas y enfermedades mas agresivas con
mayor frecuencia (Henderson, 2019). Aunado a eso, los
tiempos de obtencion de plantas son largos, esto como
consecuencia del uso de la semilla como método tradicional
para la obtencion de los cafetos que, ademas han dado lugar
a la alta variabilidad genética y fenotipica que se observa en
las plantaciones actuales (Wintgens y Zamarripa, 2004); lo
cual se traduce en baja calidad y rendimientos. Por ello, la
multiplicaciéon vegetativa juega un papel importante en
especies perennes como el café, la cual puede ser por medio
de estacas o injerto (Berthouly, 1997; Solano, 2001).

El uso de técnicas biotecnoldgicas de reproduccion asexual,
tal como el cultivo de tejidos vegetales, permite multiplicar
genotipos élite en forma masiva y en un tiempo relativamente
corto (Lopez-Gomez et al., 2010). En este sentido, el cultivo
de tejidos permite obtener a bajo costo gran cantidad de
plantas mejoradas con caracteristicas sobresalientes de
rendimiento y calidad. Con el cultivo de tejidos vegetales, la
propagacion se puede realizar mediante la embriogénesis
somatica (Berthouly, 1997), la cual puede ser una alternativa
no solo de la propagacion masiva, sino también como una
herramienta util en los programas de mejoramiento mediante
transformacion genética. Esta técnica de reproduccion
asexual ofrece grandes ventajas ya que permite multiplicar
genotipos de forma masiva y en tiempos de 6 a 10 meses,
dependiendo del genotipo (Galvez-Lopez et al., 2016; Lopez-
Gomez et al., 2016; Solano, 2001).

Durante el proceso de induccion de la embriogénesis
somatica en café, son posibles algunas complicaciones en la
fase de induccion de callo; especificamente en lo que se
refiere a la condicion fisiologica del callo generado a partir
de explantes provenientes de hojas jovenes o tiernas, los
cuales manifiestan altos niveles de hiperhidricidad y una
apariencia traslicida de los tejidos. Esta condicion
corresponde a un desorden fisioldgico que se presenta en los
tejidos cultivados in vitro, especialmente en las hojas, que
incide sobre la fotosintesis, el intercambio gaseoso y la
diferenciacion morfogénica. En menor medida, los tallos y
raices resultan afectados por esta anomalia anatomica, que en
ciertos casos van a impedir el establecimiento de plantas
micropropagadas en condiciones ex vitro (Kevers et al.,
2004; Saher et al., 2004; Ziv, 1991).
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En el caso de callos hiperhidratados, estos reaccionan de dos
formas distintas al ser sometidos a la multiplicacion en
medios liquidos; la primera de ellas es la desintegracion de
los agregados obtenidos en los medios semisolidos y la
segunda es la incapacidad de diferenciacion de las células en
suspension. Lo anterior trae como consecuencia retrasos en
la obtencion de lineas embriogénicas, asi como pérdidas
econdmicas.

Al respecto, en diferentes cultivos se ha planteado como
alternativa de solucion al problema de la hiperhidratacion, el
incremento de agentes osmoticos en el medio de cultivo,
como es el caso de las fuentes de carbono (sacarosa) y los
agentes gelificantes (Ivanova y Staden, 2011). El incremento
de las concentraciones de las fuentes de carbono y los agentes
gelificantes en el medio de cultivo semisolido, podria
mejorar las relaciones hidricas de los tejidos, lo que
permitiria disminuir la hiperhidricidad de los agregados
celulares. Lo anterior se logra, ya que la sacarosa, el
gelificante e incluso la concentracion de sales minerales,
retienen el agua y afectan el potencial matricial (Brand, 1993;
Cérdenas, 1999) y osmoético del medio de cultivo (George,
1993; Yoshida et al., 1973). Estos componentes pueden
promover estrés hidrico en los tejidos y ante este efecto el
tejido o células inician la biosintesis de ABA (4cido
abscisico); lo que podria aumentar el contenido de este
regulador y por ende propiciar la formacion de callo de
mayor calidad para embriogénesis somatica. Por otro lado, la
aplicacion de agentes osmoticos en medios de cultivo
provocaria competencia por el agua entre los agentes
osmoticos del medio y las células hiperhidratadas, lo cual
induciria la osmorregulacion de los tejidos, mediante el
mantenimiento del potencial de turgencia (Wp) con valores
positivos, mediante la acumulacion activa de solutos, al
disminuir el potencial osmético (Wx) e incluso el potencial
hidrico (Ww) del tejido (Quintana-Escobar et al., 2017). Lo
anterior permitiria el control de los niveles de humedad de
los tejidos e incluso mejorar la diferenciacion de los callos.
Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue estudiar
la respuesta morfogénica y relaciones hidricas de explantes
de tres secciones de hojas tiernas y jovenes de café Robusta
(INIFAP 95-9), sometidas a diferentes concentraciones de
sacarosa y gelificante, como agentes osmoticos.

2. Materiales y métodos

2.1. Material biologico

Se usaron hojas tiernas y jévenes como explantes de plantas
¢lite de Coffea canephora, genotipo INIFAP 95-9,
provenientes del jardin clonal del INIFAP-CERI. Las hojas
tiernas de un mes de edad presentaron coloracion verde tierno
y de textura suave, mientras que las hojas jovenes, de tres
meses, fueron de color verde oscuro y de textura aspera.

Todas las hojas seleccionadas tuvieron un tamafio
homogéneo, sin dafios y sin presencia aparente de
enfermedades.



Arteaga-Solano et al., 2023

2.2. Desinfeccion

Las plantas del genotipo a utilizar fueron asperjadas con una
solucion de Amistar® al 50% (Axozystrobin 2 g L) durante
tres dias antes del establecimiento in vitro. Las hojas
utilizadas fueron lavadas con agua y detergente comercial;
posteriormente  fueron sumergidas en una solucién
previamente esterilizada de 4cido ascorbico (0.1 g L), acido
citrico (0.15 g L), sacarosa (30 g L!) y Axozystrobin al 50%
(2 g L'Y). En estas condiciones las hojas fueron sometidas a
vacio con una boba Welch Dou Seal® 1400 por 3 min, con
la finalidad de eliminar el aire del tejido que impidieran el
contacto con la solucion fungicida-antioxidante. En seguida
se desinfectaron con hipoclorito de calcio [Ca(ClO)] al 7%
por 20 min, bajo la campana de flujo laminar, finalmente
fueron enjuagadas tres veces con agua destilada esterilizada
y colocadas en una solucion con los antioxidantes
mencionados anteriormente.

2.3. Clasificacion del tipo de hoja y seccion

Una vez finalizado el proceso de desinfeccion, las hojas
tiernas y jovenes fueron separadas y seccionadas en tres
partes (basal, media y apical). Posteriormente se obtuvieron
explantes de 1 cm?, los cuales fueron sembrados en cajas de
Petri de 12x100 mm con 20 mL de medio de cultivo
esterilizado previamente a 121 °C y 15 1b por 20 min.

2.4. Medio de cultivo

El medio utilizado en esta etapa estuvo compuesto por la
formulacion de las sales inorganicas de Yasuda et al. (1985),
con las vitaminas descritas por Gamborg (2002), adicionado
con 30 g L' de sacarosa, 1.125 mg L! de 6-
benzilaminopurina (BAP), 5.2 g L' de phytagel Sigma® y
pH de 6.3, ajustado con hidroxido de potasio o &cido nitrico
al IN. Las cajas de Petri con el material vegetal establecido
fueron selladas herméticamente. Después de dos semanas,
los explantes fueron transferidos a cinco medios de cultivo
diferentes, en los que se utilizo el mismo medio Yasuda et al.
(1985) ya mencionado, pero usando dos concentraciones de
sacarosa (50 y 80 g L), dos de phytagel (8 y 16 g L'!) y un
testigo con 30 g L' de sacarosa y 5.2 g L! de phytagel.

2.5. Tratamientos e incubacion

Se gener6 un total de 36 tratamientos, producto de la
combinacion de los dos tipos de hojas (tiernas y jovenes), las
tres secciones del limbo de la hoja (basal, medio y apical) y
seis concentraciones diferentes de agentes osmoticos (tres de
sacarosa y tres de phytagel). Para efectos practicos, los
tratamientos se presentan por separado, 18 para hojas tiernas
y 18 para hojas jovenes. Para todos los tratamientos se
utilizaron cajas de Petri desechables de 60x15 mm con 10 mL
de medio de cultivo. Todos los tratamientos fueron colocados
en un cuarto oscuro a 26 = 1 °C y 50% de humedad relativa.

2.6. Variables evaluadas

A los 30 dias se evaluaron las variables respuesta a excepcion
de la formacion de embriones que fue evaluada a los 51 dias,
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las cuales se mencionan a continuacion: Oscurecimiento de
hoja, esta fue evaluada dependiendo del grado del cambio de
coloracion del explante que comprendieron rangos de 0 a
100%. La contaminacion, este valor fue asignado con
relacion a la presencia o ausencia de hongos o bacterias en
las unidades experimentales sin considerar el tipo, tamafio o
grado de infeccion en el tejido. La callogénesis se evalud de
acuerdo a la ausencia o presencia de al menos un callo de 0.6
mm de diametro. Para la necrosis, se asignaron como tejidos
necroticos todos aquellos que no mostraron ninguna
respuesta morfogénica y una coloracion café oscuro o negra
y sin capacidad de reactivar el crecimiento. Para la formacion
de embriones, se evalud la formacion de embriones en sus
diversas etapas (globular, acorazonado, torpedo y
cotiledonar), para ello se considerd que presentasen un color
blanco, forma de cualquiera de sus etapas y textura compacta.
El porcentaje de humedad se determiné de forma
gravimétrica con base a la formula H=(P{-Ps/Pf)x100; donde
Pf es el peso fresco, Ps el peso seco. Peso fresco. Para esta
variable, en condiciones asépticas se colectd todo el callo
producido en los segmentos de hoja a los 30 dias y se
procedio a pesarlo en una balanza electronica con precision
de mg. El peso seco se determind en muestras sometidas a 70
°C por 48 h.

2.6.1. El potencial hidrico y sus componentes

La determinacion del potencial hidrico se realizé colocando
las muestras en camaras psicométricas Wescor®, conectadas
a un microvoltimetro wescor® HT-33T. Posteriormente, las
muestras fueron congeladas durante 24 h con la finalidad de
romper las membranas celulares y evaluar el potencial
osmotico. Cada lectura conto con tres repeticiones, asi mismo
éstas eran de pesos homogéneos. Ambas lecturas fueron
convertidas en bares mediante las ecuaciones de regresion
lineal obtenidas en la calibracion de las camaras con
diferentes soluciones de NaCl. El potencial de turgencia se
calculo despejando y sustituyendo los valores de la ecuacion
algebraica del potencial hidrico (Ww = ¥z + V).

2.6.2. Consistencia del callo

Esta variable representa un indicador de lo granuloso y
hiimedo que puede estar un callo. Lo anterior esta asociado
con el grado de formacion de agregados celulares y forma
especifica de las células. Para esta variable se consider6 el
siguiente criterio de evaluacion; AC = consistencia arenosa
compacta. El callo con esta consistencia fue de calidad, con
células competentes para la multiplicacion sin perder la
capacidad de formar agregados celulares, conformado
principalmente por células isodiamétricas. Al ser disgregado
al tacto el callo se dispersa formando granulos compactos, de
consistencia arenosa. Este tipo de callo se considera como
altamente reactivo para la formacion de lineas embriogénicas
en medios liquidos con alta capacidad de diferenciacion de
embriones. AFD = arenosa de facil dispersion. Correspondiod
a callos con calidad intermedia/alta; también forman
agregados celulares y estd conformado por células
isodiamétricas; en algunos casos es efectivo en la formacion
de lineas embriogénicas. Al ser disgregado al tacto el callo se
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dispersa formando granulos de menor tamafio que los del AC,
pero con una consistencia arenosa parecida. P = consistencia
pastosa. Son los callos de baja calidad; aunque forman
agregados celulares idénticos a los de AC y AFD, al ser
disgregado al tacto éste no se dispersa, queda unido formando
una masa con caracteristicas plasticas. Al ser colocados en
medios liquidos para su multiplicacion se oscurecen y
mueren o en otros casos se multiplican, pero sin ninguna
capacidad para diferenciar embriones somaticos. FD = de
facil dispersion. Son callos con apariencia embriogénica, es
decir que forma agregados celulares, pero su coloracién es
mas vitrea y al ser disgregado al tacto, se dispersa o
desintegra por completo, sin dejar rastro aparente a simple
vista. Este callo puede multiplicarse en medios liquidos, pero
no respondera a la formacion de embriones.

2.7 Diserio experimental y analisis de datos

La recopilacion de los datos de cada una de las variables
evaluadas en las distintas etapas del experimento fue realizada
a los 3, 6, 10, 15 y 30 dias después del establecimiento del
cultivo. El disefio utilizado correspondid a un completamente
al azar con arreglo factorial. Los andlisis estadisticos se
efectuaron por separado para cada tipo de hoja, 18
tratamientos para hoja tierna y 18 para hoja joven, aunque para
el andlisis factorial se consideraron los 36 tratamientos. Se
utilizo la prueba de Tukey para la comparacion de medias, con
un nivel de significancia de 0.05, asi como el célculo del error
estandar mediante el paquete estadistico SAS System para
Windows 9.0.

3. Resultados y Discusion

A los 30 dias después del establecimiento se observaron
diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos de
las variables de oscurecimiento y contaminacion, tanto para
las hojas tiernas como jovenes; mientras que para las
variables de callogénesis y formacion de embriones solo
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
de la hoja tierna. En el caso de las necrosis solamente el tipo
de hoja joven present6 diferencias significativas (Cuadro 1).
Fue posible observar que los niveles de oscurecimiento
fueron mayores para la hoja tierna con valores de 10 a 65%,
comparado con las hojas jévenes que presentaron de 0 a 42%
de oscurecimiento (Cuadro 1). En el analisis factorial la hoja
tierna presentd mas del doble de oscurecimiento que la hoja
joven (Cuadro 2). Asi mismo, es importante sefialar que la
mayoria de los tratamientos constituidos por la seccion
media, en ambos tipos de hojas, fueron los que presentaron
mayor porcentaje de explantes oscurecidos (Cuadro 1). Lo
anterior es posible identificarlo en el Cuadro 2, donde no solo
la seccion media sino también la apical, presentaron un
porcentaje promedio entre 34 y 35%. En la hoja tierna, el
tratamiento 12 (Media/Phy16) fue el que indujo el menor
cambio de coloracion y el tratamiento 9 (Media/Sac80) fue
el mas reactivo para oscurecer los explantes (Cuadro 1). Para
la hoja joven los porcentajes mas bajos se registraron en los
tratamientos 1 (Basal/Sac30), 4 (Basal/Phy5.2), 7
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(Media/Sac30) y 10 (Media/Phy5.2), los cuales tuvieron en
comun el medio testigo con la concentracion mas baja de
sacarosa y phytagel; mientras que el valor mas alto se registro
con el tratamiento 11 (Media/PhyS8).

Los porcentajes de contaminacion difirieron entre los
tratamientos para cada tipo de hoja. Para la hoja tierna se
encontré que el 88% de los tratamientos presentaron niveles
bajos y favorables, los cuales fueron de 0 a 10%, asi como un
20% como valor mas alto (Cuadro 1). Por otro lado, en hojas
jovenes se observo un comportamiento contrario, donde los
niveles de contaminacion sobrepasaron a los consignados
para las hojas tiernas, pues la gama de valores fue de 20 a
100%. Sin embargo, entre ambos tipos de hojas se detectd
una similitud en la respuesta propiciada por los tratamientos
7 (Media/Sac30) y 10 (Media/Phy5.2); ambos indujeron los
porcentajes mas altos de contaminacion, mientras que el
valor mas bajo para la hoja joven se presentd en el
tratamiento 3 (Basal/Sac80).

En el caso del analisis factorial el tipo y seccion de hoja, asi
como la concentracion del agente osmotico, fueron los
factores que influyeron en los niveles de contaminacion;
donde la hoja tierna, la seccion basal y la segunda
concentracion del agente osmotico fueron los que en general
contribuyeron a una menor manifestacion de hongos (Cuadro
2). Los bajos niveles de contaminacion en hojas tiernas se
han relacionado directamente con la edad de la misma, ya que
debido a que es un tejido nuevo su interaccion con el
ambiente, digase incidencia y  hospedaje de
microorganismos, es menor comparado con un tejido joven
(Lopez-Gomez et al., 2010).

Para la variable de callogénesis se presentaron diferencias
significativas solo para la hoja tierna; aunque en este caso la
mayoria de los tratamientos no difirid estadisticamente
(P<0.05), a excepcion del tratamiento 18 (Apical/Phy16) que
presento6 el porcentaje mas bajo (35%). Los tratamientos 5
(Basal/Phy8) y 17 (Apical/Phy8) presentaron los valores mas
altos (100%) de induccion de callo (Cuadro 1). En el Cuadro
1 fue posible identificar que ambos tipos de hojas, los
tratamientos constituidos por la seccion basal y apical
indujeron los porcentajes mas altos comparados con la
seccion media de la hoja. Estos resultados son similares con
estudios realizados por Freire et al. (2004), en Persea
americana, aunque en este caso se obtuvieron mayores
porcentajes de formacion de callos en las seccion basal y
media del limbo de la hoja, sobre todo cuando utilizaron
como medio de cultivo las sales de Murashige y Skoog
(1962) con 1 mg L' de picloram. Los autores en cuestion,
relacionaron la mayor produccion de callo al hecho de la
cercania del peciolo a la seccion basal y al mayor desarrollo
de la nervadura central de la seccion media comparada con la
seccion apical. Si bien, en el caso del presente trabajo, ningin
explante de café presentd6 nervadura central, la mayor
produccion de callo en la seccion basal podria bien estar
relacionada con una mayor cercania al peciolo; asi como a
los mayores niveles de acido indolacético que generalmente
se reportan para la base de las hojas (Hartmann y Kester,
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1989), mientras que la mayor produccion de callo en la
seccion apical podria estar relacionada con una mayor
distribucion de carbohidratos, tal como sefialan Hartmann y
Kester (1989). Aunque no se registraron diferencias
significativas para la hoja tierna, la seccion basal y apical
indujeron porcentajes promedio de 86 y 79%,
respectivamente, mientras que la seccion media s6lo presentod
el 73%. La misma relacion fue observada en la hoja joven,
aunque con porcentajes menores con respecto a la hoja tierna;

6 (1): 1-9

en este caso la seccion basal y apical indujeron valores de 18
y 23%, respectivamente, y de 16% para la secciéon media. La
capacidad morfogénica de las hojas tiernas con respecto a la
mayor generacion de callo en menos tiempo, comparado con
el generado en hojas jovenes, se debe principalmente a que
los tejidos mas tiernos tienen mayor capacidad de adaptacion
al establecimiento in vitro que los materiales adultos, es
decir, entre menos diferenciado sea el tejido mejor sera la
capacidad de respuesta (Lopez-Gomez et al., 2010).

Cuadro 1. Efecto de la combinacion de tipos de explantes foliares con diferentes concentraciones de sacarosa y phytagel

para el control de la hiperhidratacion en Coffea canephora P. INIFAP 95-9. Datos promedio de 10 a 20 repeticiones a los
30 dias después.

Tratamiento Oscurecimiento Contaminacion Callogénesis Necrosis (%) Formacién de
(%) (%) (%) embriones (%)
Hoja tierna
1. Basal/Sac30 17.5 abt 5.0b 95.0a 0.0a 25.0 abe
2. Basal/Sac50 45.0 ab 0.0b 85.0a 10.0 a 30.0 abc
3. Basal/Sac80 20.0 ab 0.0b 85.0a 10.0 a 25.0 abc
4. Basal/PhyS5.2 17.5 ab 5.0b 95.0a 0.0a 25.0 abe
5. Basal/Phy8 22.5 ab 0.0b 100.0 a 0.0a 55.0a
6. Basal/Phy16 45.0 ab 10.0 ab 60.0 ab 30.0a 10.0 be
7. Media/Sac30 50.0 ab 20.0 a 70.0 ab 10.0 a 0.0c
8. Media/Sac50 35.0 ab 0.0b 65.0 ab 10.0 a 20.0 abc
9. Media/Sac80 65.0a 50b 65.0 ab 15.0a 20.0 abc
10. Media/Phy5.2 50.0 ab 20.0 a 70.0 ab 10.0 a 0.0c
11. Media/Phy8 45.0 ab 0.0b 90.0 a 10.0 a 10.0 be
12. Media/Phy16 10.0b 0.0b 80.0 a 0.0a 10.0 be
13. Apical/Sac30 50.0 ab 10.0 ab 85.0a 10.0 a 50c¢
14. Apical/Sac50 45.0 ab 0.0b 85.0a 10.0 a 10.0 be
15. Apical/Sac80 53.7 ab 0.0b 85.0a 10.0 a 30.0 abc
16. Apical/Phy5.2 50.0 ab 10.0 ab 85.0a 10.0 a 50c
17. Apical/Phy8 26.2 ab 0.0b 100.0 a 0.0a 50.0 ab
18. Apical/Phy16 45.0 ab 10.0 ab 35.0b 10.0 a 20.0 abc
Hoja joven
1. Basal/Sac30 0.0d 100.0 a 0.0a 0.0b 0.0
2. Basal /Sac5 0 25.0 abed 60.0 ab 40.0 a 0.0b 0.0
3. Basal/Sac80 5.0d 20.0 b 20.0 a 0.0b 0.0
4. Basal/PhyS5.2 0.0d 100.0 a 0.0a 0.0b 0.0
5. Basal/Phy8 37.5 ab 30.0 ab 30.0a 0.0b 0.0
6. Basal/Phy16 40.0 abc 30.0 ab 20.0 a 0.0b 0.0
7. Media/Sac30 0.0d 100.0 a 0.0a 0.0b 0.0
8. Media/Sac50 15.0 abed 70.0 ab 30.0a 0.0b 0.0
9. Media/Sac80 40.0 abc 60.0 ab 10.0 a 0.0b 0.0
10. Media/Phy5.2 0.0d 100.0 a 0.0a 0.0b 0.0
11. Media/Phy8 42.5a 50.0 ab 20.0 a 0.0b 0.0
12. Media/Phy16 20.0 abed 60.0 ab 40.0 a 0.0b 0.0
13. Apical/Sac30 10.0 cd 50.0 ab 20.0 a 20.0 a 0.0
14. Apical/Sac50 10.0 bed 70.0 ab 30.0a 0.0b 0.0
15. Apical/Sac80 40.0 abc 60.0 ab 40.0 a 0.0b 0.0
16. Apical/Phy5.2 10.0 cd 50.0 ab 20.0 a 20.0 a 0.0
17. Apical/Phy8 7.5 abed 70.0 ab 30.0a 0.0b 0.0
18. Apical/Phyl6 20.0 abed 60.0 ab 0.0a 10.0 a 0.0

+ Medias con letras distintas por columna y tipo de hoja son estadisticamente diferentes (Tukey<0.05). Para el ANOVA, los datos de cada
variable fueron transformados con la formula raiz x+1. Basal, Media y Apical: secciones de la hoja; Sac 30, 50 y 80 g L™': Diferentes
concentraciones de sacarosa; Phy 5.2, 8 y 16 g L' diferentes concentraciones de phytagel.

Con respecto al analisis factorial (Cuadro 2), se observo que
el tipo de hoja y la concentracion del agente osmético, fueron
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las que afectaron la callogénesis al presentar diferencias
significativas entre ambos niveles; de tal forma que la hoja
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tierna superd en un 60% a la hoja joven; mientras que la
concentracion dos de sacarosa o phytagel superd con 10 a
15% a la concentracion 1 (Testigo) y 3, respectivamente.
Para la necrosis solo se presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos de la hoja joven, en los cuales el 13
(Apical/Sac30), 16 (Apical/Phy5.2) y 18 (Apical/Phyl6)
tuvieron valores altos (10 y 20 %). Estos formaron parte de
la seccion apical de la hoja (Cuadro 1) y los tratamiento 13 y
16 corresponden al testigo.

Por otro lado, se aprecié una diferencia en el grado de
sensibilidad de los explantes de hojas tierna y joven, ya que
la hoja tierna reaccion6 con mayor intensidad al medio de
cultivo al producir un mayor porcentaje de necrosis (Cuadro

6 (1): 1-9

2). Sin embargo, para efectos de este trabajo los valores
consignados de necrosis se consideran bajos.

Por otro lado, se apreciaron diferencias significativas para la
formacion de embriones globulares en hojas tiernas (Cuadro
1). En este caso los tratamientos 5 (Basal/Phy8) y 17
(Apical/Phy8) generaron los mayores porcentajes de
embriones, un 55 y 50% respectivamente; el resto de los
tratamientos presentaron porcentajes de 0 a 30 %. No
obstante, es importante mencionar que tanto la hoja tierna
como la seccion basal y la segunda concentracion de sacarosa
y phytagel propiciaron una mayor formacion de embriones
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis factorial de la interaccion del tipo de explante y concentraciones de sacarosa y phytagel, como agentes

osmoticos, en hojas tiernas y jovenes de Coffea canephora. Datos a los 30 dias después de la siembra.

Factor Oscurecimiento  Contaminacion Callogénesis Necrosis Formacioén de
(%) (%) (%) (%) embriones (%)

Tipo de hoja

Hoja tierna 38.4 af 52b 79.7 a 8.6a 194 a

Hoja joven 179b 63.3a 19.4b 2.7b 0.0b

Seccién de hoja

Basal 2450 21.1b 63.8a 55a 18.8a

Media 34.8 ab 294 a 544 a 6.1a 6.6b

Apical 354a 23.3 ab 60.5 a 83a 13.3 ab

Agente osmético

Sacarosa 33.6a 24.8 a 60.3 a 7.0a 122 a

Phytagel 29.6 a 244 a 58.8a 62a 13.7a

Concentracién del agente

osmotico

1. Testigo 272 a 355a 57.7b 6.6a 6.6 b

2.50 g L' Sac 0 8 g L"'Phy 319a 194b 683 a 44a 194 a

3.80 gL Saco 16 g L''Phy 35.6a 18.8b 52.7b 8.8a 12.7 ab

+ Medias con letras distintas por columna son estadisticamente diferentes (Tukey<0.05) de acuerdo con la transformacion raiz de X+1; Sac
50 y 80 g L'": Diferentes concentraciones de sacarosa; Phy 8 y 16 g L' diferentes concentraciones de phytagel.

En el Cuadro 3 se consignan las relaciones hidricas y la
acumulacion de biomasa en hojas tiernas. En este caso se
registrod que para todas las secciones de hoja (basal, media y
apical), el Yw disminuy6 de forma importante al incrementar
de 30 a 80 g L'! la sacarosa o de 5.2 a 16 g L! el phytagel;
i.e., el Yw del medio con la concentracion testigo de sacarosa
(30 g L'Y) y phytagel (5.2 g L'!) fue mayor.

La disminucion del potencial quimico del agua de los callos,
al elevar la concentraciéon del agente osmotico, estuvo
asociada con el incremento considerable de solutos en los
callos. Esto se debi6 a que el Wn disminuyo al elevar la
concentracion de los agentes osmoticos para cada seccion de
la hoja tierna (Cuadro 3). La disminucion tanto del ¥w como
del Wn, al elevar la concentracion del agente osmotico,
propici6é el mantenimiento o incluso incrementos en el Wp
para la mayoria de las secciones de hoja tierna. Debido a
estos resultados, se considerd que los callos de las diferentes
secciones tuvieron la capacidad de osmorregulacion al
mantener el Wp por la acumulacion activa de solutos. Al
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respecto, Lopez-Gomez et al. (2011) consignan que las hojas
de este mismo genotipo presentan una tolerancia a
concentraciones elevadas de agentes osmoticos como el
hipoclorito de calcio al 7 %. De igual forma Galvez-Lopez et
al. (2016), sefialan que las hojas de este mismo genotipo
presentan una marcada capacidad de ajustarse
osmoticamente ante los incrementos de hipoclorito de calcio
o sodio. Por otra parte, el medio de cultivo testigo, con las
concentraciones mas bajas de sacarosa (30 g L!) o phytagel
(5.2 g L), fue el menos indicado para controlar la humedad
o hiperhidratacion de los callos. Lo anterior estuvo asociado
con el hecho de que estos tratamientos testigo presentaron,
en todos los casos, un mayor porcentaje de humedad que fue
de 72 a 83 %; mientras que los tratamientos con aumento de
sacarosa y phytagel fueron de 63 a 76%. Todo ello significa
que los callos en los tratamientos testigo presentaron mayor
contenido de humedad o hiperhidratacion. Por tal motivo
fueron los callos con mayor peso fresco (Cuadro 3). Esto
puede observarse en la Figura 1.
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Cuadro 3. Relaciones hidricas y acumulacion de biomasa en callos producidos en tres tipos de secciones de hojas tiernas de C.

canephora P., INIFAP 95-9, sometidos a diferentes concentraciones de agentes osmoticos. Promedio de tres repeticiones + error

estandar.
Peso

Tratamiento T W¥r (bares) ¥p (bares) HuTedad fresco Consistencia de callo

(bares) (%) i)
1. Basal/Sac30 -6.25+3.9 -7.92+4.7 1.67+£0.4 82.8 8.6 DF
2. Basal/Sac50 -10.72+4.6 -18.66+12.5 7.93+9.4 76.2 4.9 ACyP
3. Basal/Sac80 -11.58+9.7 -14.45+13.0 2.88+1.4 74.0 2.0 AFDyP
4. Basal/Phy5.2 -6.25+3.9 -7.92+4.7 4.81+5.2 82.8 8.6 FD
5. Basal/Phy8 -14.16£3.9 -28.07+17.5 13.91+14.1 76.8 5.6 AC
6. Basal/Phy16 -14.60+7.4 -17.49+8 .4 2.89+1.5 77.0 42 AFDyP
7. Media/Sac30 -6.28+2.2 -12.37+4.4 3.08+2.5 81.6 10.3 AFD
8. Media/Sac50 -14.30+6.5 -34.63+24.9 20.33£18.6 72.2 2.4 AFD
9. Media/Sac80 -11.56+10.7 -17.92+12.6 6.35£5.4 72.0 1.4 AC
10. Media/Phy5.2 -6.28+2.2 -9.37+4.4 3.08+2.5 72.0 10.3 AFD
11. Media/Phy8 -15.16+4.1 -27.80+25.0 12.50+20.1 72.2 11.6 AFD
12. Media/Phy16 -19.19+8.4 -29.13+£9.2 9.94+11.1 74.0 2.9 AFDyP
13. Apical/Sac30 -5.3242.7 -7.46+4.0 2.14+1.8 83.8 17.5 AFD
14. Apical/Sac50 -13.61+5.5 -26.52+18.1 12.91£16.8 77.9 4.6 AFDyP
15. Apical/Sac80 -13.45+9.5 -17.69+10.8 4.24+3.5 71.0 1.7 FDyP
16. Apical/Phy5.2 -5.3242.7 -7.46+4.0 2.14+1.8 83.8 17.5 AFD
17. Apical/Phy8 -16.63£12.9 -29.07+22.0 12.44+6.2 75.0 14.3 AC
18. Apical/Phy16 -9.63+4.8 -16.07+£9.4 6.44+3.7 63.0 2.1 AFDyP

Yw: potencial hidrico, ¥n: potencial osmoético; Wp: potencial de turgencia; Basal, Media y Apical: secciones de la hoja; Sac 30, 50 y 80: Diferentes
concentraciones (g L) de sacarosa; Phy 5.2, 8 y 16: diferentes concentraciones (g L) de phytagel. AC= consistencia arenosa compacta. AFD=
arenosa de facil dispersion. P= consistencia pastosa. FD= de facil dispersion.

Invariablemente se aprecio que, sin importar la seccion de la
hoja tierna, los tratamientos 2, 5, 8, 11, 14 y 17, con
concentraciones intermedias de sacarosa (50 g L") o phytagel
(8 g L), fueron los que indujeron un menor ¥ o mayor
acumulacion de solutos y por tanto un mayor Wp (Cuadro 3).
Asi mismo, estos tratamientos demostraron disminuir el
contenido de humedad en los callos a valores de 72 a 77% y
peso fresco de 2.4 a 14.3 mg.

o i e B
Figura 1. Callos generados a partir de secciones de hoja tierna en
diferentes concentraciones de sacarosa y phytagel como agentes
osmoticos para el control de la hiperhidratacion. a) Callo en 30 g L
! de sacarosa; b) 50 g L' de sacarosa; ¢) 80 g L'! de sacarosa; d) 5.2
g L1 de phytagel; €) 8 g L'! de phytagel y f) 16 g L! de phytagel.

Al analizar los callos producidos en funcion de su calidad, se
encontré que la consistencia arenosa compacta (AC), es la
que caracterizd6 a los callos de mayor calidad, sin
hiperhidratacion, con potencial elevado para generar lineas
embriogénicas con alta capacidad de multiplicacion y

diferenciacion. En este caso este tipo de callo fue identificado
en hojas tiernas so6lo en los tratamientos 2 (Basal/Sac50), 5
(Basal/Phy8), 9 (Media/Sac80) y 17 (Apical/Phy8). Aunque
en el tratamiento 2 (Basal/Sac50) el callo arenoso compacto
estuvo mezclado con callo de consistencia pastosa, el cual no
es deseable por no ser reactivo a la formacion de lineas
embriogénicas. Por tal motivo, se considera que el medio de
cultivo con un incremento de 8 g L' de phytagel es
recomendable para la produccion de callo de calidad en la
seccion basal y apical de hojas tiernas; mientras que esta
misma concentracion en la seccion media induce un callo de
consistencia arenosa de facil dispersion, lo cual se considera
aceptable para la produccion de lineas embriogénicas. En la
seccion media el incremento de 80 g L de sacarosa produjo
un callo arenoso compacto.

Lo anterior indica que los callos producidos por las diferentes
secciones de hoja tierna tuvieron capacidad de
osmorregulacion y por tanto una disminucion de la
hiperhidricidad; aunque esto no fue una garantia para la
produccion de callo de consistencia arenosa y compacta o
callo arenoso de facil dispersion. Sin embargo, en todos los
tratamientos con presencia de callo arenoso y compacto, en
su gran mayoria correspondieron a la concentracion media
del agente osmotico (50 g L' de sacarosa u 8 g L de
phytagel). Lo anterior indica que el incremento de los agentes
osmoticos en el medio de cultivo reduce la hiperhidratacion
y en ciertos casos mejoran la calidad del callo en hojas
tiernas.

El Cuadro 4 presenta las relaciones hidricas y peso fresco
para cada seccidon de hoja joven; en este se consigna que el
incremento de las concentraciones de los agentes osmoticos
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solo influy6 en la disminucion del Yw y W¥rn en los
tratamientos 2 (Basal/Sac50) y 18 (Apical/Phy16). Con el
resto de los tratamientos, el aumento de la concentracion de
sacarosa y phytagel no afectd el Yw. De forma general los
tratamientos que si presentaron reduccion del Ww fueron los
tratamientos 2 (Basal/Sac50), 7 (Media/Sac30), 10

(Media/Phy5.2) y 18 (Apical/Phyl6). Asi mismo estos
manifestaron un incremento de la acumulacién activa de
solutos al disminuir el Wr, aunque esto no repercutio en el
mantenimiento del ¥p, con valores elevados. No obstante, de
éstos, el tratamiento 7 y 10 correspondieron a callos en el
medio con la concentracion mas baja de sacarosa y phytagel.

Cuadro 4. Relaciones hidricas y acumulacién de biomasa en callos producidos en tres tipos de secciones de hojas jovenes

de C. canephora P., INIFAP 95-9, sometidos a diferentes concentraciones de agentes osmoticos. Promedio de tres

repeticiones + error estandar.

Tratamiento WYw (bares) Y7 (bares) W¥p (bares) Hug,l/f:;i 20 Pes;)nfgsco Consistencia
1. Basal/Sac30 -9.32+46.1 -19.45+13.7 7.4543.9 73.5 2.0 AFD
2. Basal/Sac50 -21.91+13.3 -26.45+£14.0 4.54+1.8 62.7 7.2 AFD
3. Basal/Sac80 -15.75£11.6 -19.32+11.3 3.57+0.6 65.7 1.57 P

4. Basal/Phy5.2 -9.32+46.1 -19.45+13.7 7.4543.9 73.5 2.0 AFD
5. Basal/Phy8 -17.45£10.4 -19.374£9.7 1.92+0.8 72.7 1.65 AFD
6. Basal/Phy16 -8.19+4.4 -22.25+14.0 14.06£10.1 77.5 5.7 AFDyP
7. Media/Sac30 -25.95+10.3 -28.79+11.4 2.84+2.1 73.0 3.0 AFD
8. Media/Sac50 -14.6949.1 -17.9948.8 3.30+2.09 61.5 3.4 AFD
9. Media/Sac80 -15.11£10.2 -20.5£9.3 5.454+2.5 66.4 3.5 P

10. Media/Phy5.2 -25.95+10.3 -28.79+11.4 2.84+2.1 73.0 3.0 AFD
11. Media/Phy8 -8.87+4.8 -25.75+£9.8 16.88+8.2 74.5 11.7 AC
12. Media/Phy16 -9.35+4.5 -20.84+11.9 11.49+£10.8 62.5 3.5 ACyP
13. Apical/Sac30 -14.54+8.0 -19.81+8.6 5.27+4.3 71.5 9.2 AFD
14. Apical/Sac50 -13.46+10.2 -15.57+10.0 2.11£1.8 65.9 4.0 Py FD
15. Apical/Sac80 -16.78+8.9 -21.74+8.2 4.96+£2.9 73.9 2.3 Py FD
16. Apical/Phy5.2 -14.54+8.0 -19.81+8.6 5.27+4.3 71.5 9.2 AFD
17. Apical/Phy8 -13.3748.6 -20.79+7.0 7.42+1.9 75.0 6.8 AFDyP
18. Apical/Phy16 -17.44+11.2 -27.38+18.3 9.94+7.2 72.3 6.0 AFDyP

Yw: potencial hidrico, ¥n: potencial osmoético; Wp: potencial de turgencia; Basal, Media y Apical: secciones de la hoja; Sac 30, 50 y 80 g
L": Diferentes concentraciones de sacarosa; Phy 5.2, 8 y 16 g L' diferentes concentraciones de phytagel. AC= consistencia arenosa
compacta. AFD= arenosa de facil dispersion. P= consistencia pastosa. FD= de facil dispersion.

Lo anterior hace pensar que los incrementos de sacarosa y
phytagel en las diferentes secciones de hojas jovenes no
influyeron en la reduccion de la humedad o la
hiperhidratacion del callo generado. Sin embargo, podria
existir la posibilidad de que el efecto de estos agentes
osmoticos sea mas tardado para el tejido con mayor grado de
madurez que caracteriza a la hoja joven por lo que el tiempo
de 30 dias no haya sido suficiente para detectar tal efecto.
Por otro lado, la consistencia de los callos de mayor calidad
y con potencial para generar lineas embriogénicas (AC) fue
posible identificarlo en el tratamiento 11 (Media/Phy8) y 12
(Media/Phy16), lo cual puede observarse en la Figura 2.
Aunque en este ultimo caso se generd callo de tipo pastoso
de caracteristicas no deseables y el cual es poco reactivo en
la produccién de lineas embriogénicas. Asi mismo se pudo
apreciar que para cada seccion de hoja, todos los tratamientos
con el medio testigo (1, 4, 7, 10, 13 y 16) generaron un callo
arenoso, pero de facil dispersion que puede ser aceptable para
la produccion de lineas embriogénicas.

Con base a los resultados obtenidos se considera que para la
hoja joven no es viable hacer una recomendacion confiable ya
que el tiempo de 30 dias parece no ser ni siquiera para la
medicion del callo. Por lo que es necesario evaluarlo a los 60
o incluso a los 70 dias. No obstante, para las tres secciones de
hojas se podria utilizar €l medio testigo (30 g L' de sacarosa

y 5.2 g L'! de phytagel) y adicionalmente el complementado
con 8 g L' de phytagel para la seccion media de la hoja.

» | SRR f
Figura 2. Callos inducidos a partir de secciones de hojas jovenes
con diferentes concentraciones de sacarosa y phytagel. a) Callo con
30 g L' de sacarosa; b) 50 g L! de sacarosa; c) 80 g L' de sacarosa;
d) 5.2 g L'! de phytagel; €) 8 g L' de phytagel y f) 16 g L! de
phytagel.

4. Conclusion

Fue posible controlar la hiperhidricidad en callos inducidos a
partir de diferentes secciones foliares. Los explantes de hoja
tierna difirieron en capacidad y velocidad de respuesta
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morfogénica y de osmorregulacion con respecto a los
explantes de hoja joven. Las secciones de hojas tiernas
produjeron una mayor respuesta morfogénica en cuanto a la
produccion de callo, embriones y peso fresco; asi como una
mayor capacidad de osmorregulacion sobre todo en la
seccion basal y apical de la hoja, conforme se increment6 la
concentracion de sacarosa y phytagel. Se produjo callo de
alta calidad (consistencia arenosa compacta) o intermedia
(arenosa de facil dispersion), con bajo contenido de humedad
en cada una de las secciones de hoja tierna y joven, los cuales
fueron los siguientes: a) Seccion basal, media y apical de hoja
tierna en medio de cultivo con 8 g L™ de phytagel. b) Seccion
basal y apical de hoja joven en medio de cultivo con 5.2 g L
!'de phytagel y 30 g L' de sacarosa. ¢) Seccion media de hoja
joven en medio de cultivo con 8 g L! de phytagel.
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Efecto de Bacillussp. sobre laincidenciay severidad

de la moniliasis del cacao
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Grajales-Conesa, Dory Gledys Ramos-Pérez, Martha Alicia Tlatelpa-
Diaz, José Alfonso Léopez-Garcia

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

Resumen

La moniliasis (Moniliophthora roreri), genera pérdidas econdmicas en la produccion de frutos del cacao
(Theobroma cacao L.). El control de la enfermedad ha sido con productos quimicos y manejo integrado,
con reducida eficiencia. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Bacillus sp. sobre la incidencia
y severidad de moniliasis en cacao. Se utilizaron 50 plantas de cacao Trinitario por tratamiento. Se
establecieron 24 tratamientos donde se evaluaron semanalmente la incidencia y severidad de la
enfermedad, considerando como factores principales 1) aplicacion cada 7 dias, 2) aplicacion cada 14 dias
y 3) testigo. Una de las dos condiciones del manejo en campo fue la cubierta protectora plastica colocada
a cada fruto y la segunda fue sin ella. El orden obtenido de los tratamientos, considerando menor
incidencia, incidencia media y mayor incidencia, queda como sigue: “Cada siete dias” < “Testigo” <
“Cada 14 dias”. Por lo anterior, la suspension de Bacillus, inhibe el desarrollo de la moniliasis en frutos
de cacao con aplicaciones cada siete dias, sin importar si se coloca la cubierta plastica o no, a los frutos.
La cubierta utilizada provocé efecto inductor en el desarrollo de los frutos de cacao, ademas de alargar
el tiempo de la etapa de incubacion de la enfermedad.

Effect of Bacillussp.on the incidence and severity of

frosty pod rot of cocoa

Abstract

Moniliasis (Moniliophthora roreri), generates an economic loss in the production of cocoa fruits
(Theobroma cacao L.). The control of the disease has been with chemical products and integrated
management, with reduced efficiency. The objective of this work was to evaluate the effect of Bacillus
sp. on the incidence and severity of moniliasis in cocoa. 50 Trinitario cocoa plants were used per
treatment. 24 treatments were established where the incidence and severity of the disease were evaluated
weekly, considering as main factors 1) application every 7 days, 2) application every 14 days and 3)
control. One of the two conditions of field management was the plastic protective cover placed on each
fruit and the second was without it. The order obtained from the treatments, considering lower incidence,
average incidence, and highest incidence, is as follows: "Every seven days" <"Control" <"Every 14
days". Therefore, the Bacillus suspension inhibits the development of moniliasis in cocoa fruits with
applications every seven days, regardless of whether or not the plastic cover is placed on the fruits. The
cover used caused an inductive effect on the development of cocoa fruits, in addition to lengthening the
time of the incubation stage of the disease.
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1. Introduccion

Theobroma cacao L. se cultiva principalmente en la franja
Equatorial de América, Asia y Africa. Las semillas del
cultivo de cacao son utilizadas para la elaboracion de
chocolate y derivados (Espinosa et al., 2015; Sanchez-Mora
y Garcés-Fiallo, 2012). En México, el area cultivada es de
aproximadamente 55 950 ha distribuidos principalmente en
Tabasco, Chiapas, Puebla, Veracruz y Oaxaca (SIAP, 2020).
Sin embargo, en los ultimos diez afios, el rendimiento de los
frutos de cacao ha disminuido a un 20%, debido a que estos
se ven fuertemente afectados por una enfermedad conocida
como  “moniliasis”, cuyo agente etiologico es
Moniliophthora roreri, hongo hemibiotrofo que posterior a
la penetracion en el fruto del cacao genera inicialmente la
fase Dbiotrofica, posteriormente se produce la fase
necrotrofica que es la destructiva y se expresa después de la
tercera u octava semana de haber infectado el fruto (Albores
et al.,, 2018; Phillips-Mora et al., 2006). Los principales
sintomas que expresa el fruto posterior a la infeccion del
hongo son: mancha aceitosa, decoloracion, momificacion,
entre otros (Lopez-Baez et al., 2015; Melnick et al., 2013).
El manejo agronomico del cultivo de cacao fue el
procedimiento preferente para la reduccion de la incidencia
de enfermedades producidas por hongos (Ramirez-Gonzalez
et al., 2011). En el 4area de productos fitosanitarios la
aplicacion de agroquimicos se reducia al caldo Bordelés y
fungicidas quimicos (sistémicos y de contacto) para ejercer
control a la enfermedad (Torres-Cruz et al., 2011). Sin
embargo, la repentina aparicion, y rapida diseminacion de M.
roreri trajo como consecuencias el descontrol (no habia
conocimiento para el manejo de la enfermedad) y
disminucion de la produccion de cacao (Espinosa et al.,
2015).

Entre las alternativas de manejo de la enfermedad sostenida
para su control se encuentra el uso de microorganismos
antagonicos, pertenecientes al género Trichoderma,
Streptomyces y Bacillus, debido a que han mostrado efectos
significativos, reduciendo la enfermedad a wvalores de
incidencia del 70% y 50%, respectivamente (Cuervo-Parra et
al., 2011; Villamil et al., 2015) marcando una diferencia del
10% al compararlo con tratamientos convencionales.

El género Bacillus, ha presentado resultados satisfactorios en
el control de hongos fitopatogenos, al reducir valores de
incidencia que oscilan entre 30 y 50% en contra de
Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis,
entre otros (Gong et al., 2015; Han et al., 2016; Mercado-
Flores et al., 2014; Yanez- Mendizabal et al., 2012; Zhang et
al.,, 2017; Zhao et al., 2013). Sin embargo, escasa es la
informacion sobre el uso de cepas bacterianas en el control
de la moniliasis del cacao a nivel de campo y el
comportamiento en el crecimiento del fruto debido a este tipo
de microorganismos, por lo anterior el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de Bacillus sp. sobre la
incidencia y severidad de la moniliasis del cacao
(Moniliophthora roreri), y en la dinamica del crecimiento del
fruto.
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2. Materiales y métodos

2.1. Area de estudio y establecimiento de los tratamientos.
El trabajo se realizd en el municipio de Tuxtla Chico,
Chiapas México, (N 14°54.539 W 092°10.897; 314 msnm,;
temperatura media anual 26.4 °C; lluvia media de 4037 mm)
en un cacaotal sembrado con la variedad Trinitario. En una
hectarea del cultivo fueron establecidos 24 tratamientos
(Cuadro 1) con 50 plantas cada uno. Los tratamientos
estuvieron separados por dos hileras de plantas. En cada
tratamiento se utilizé dos condiciones, la primera consistio
en proteger los frutos con bolsas de celofan dulce sujetos al
pedunculo con hilo flexible y la segunda sin esta bolsa. Todos
los tratamientos se ubicaron en el centro de la hectarea.
Previo al establecimiento de los tratamientos se realizé el
saneo general del area de estudio, eliminando todos los frutos
enfermos. Para mantener aireacion en el sistema productivo,
se realizd una poda de los arboles. El aseguramiento de
sanidad de los frutos se realizé desde el amarre de estos con
la bolsa de celofan.

Cuadro 1. Tratamientos empleados en este estudio.

Sin Con Aplicacion
Tratamientos  bolsa bolsa (Dias) Clave
Edad Edad
1 2 7 T7SB2
2 4 7 T7SB4
3 6 7 T7SB6
4 8 7 T7SB8
5 2 7 T7CB2
6 4 7 T7CB4
7 6 7 T7CB6
8 8 7 T7CB8
9 2 14 T14SB2
10 4 14 T14SB4
11 6 14 T14SB6
12 8 14 T14SB8
13 2 14 T14CB2
14 4 14 T14CB4
15 6 14 T14CB6
16 8 14 T14CB8
17 2 T TTSB2
18 4 T TTSB4
19 6 T TTSB6
20 8 T TTSBS8
21 2 T TTCB2
22 4 T TTCB4
23 6 T TTCB6
24 8 T TTCBS

2.2. Antifungico utilizado

La cepa de Bacillus sp. fue proporcionada por El Colegio de
la Frontera Sur (ECOSUR), la produccién de biomasa y
antifingico fue realizada en caldo dextrosa papa pH 6.5, 27
°C de temperatura y 180 rpm de agitacion rotatoria. El
adherente utilizado fue INEX-A®.

2.3. Aplicacion del antifungico a los frutos
La aplicacion del antifiingico fue realizada cada 7 y 14 dias
por un periodo de un semestre de produccion. El antifiingico
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fue aplicado manualmente (2 mL por fruto) con una bomba
aspersora de 5 L. La aplicacion fue tUnicamente a frutos
aparentemente sanos.

2.4. Desarrollo de la enfermedad

Se evalu6 semanalmente la dindmica de la enfermedad junto
a la eliminacion de material enfermo que fungié como fuente
de in6culo. La incidencia se determiné mediante la formula I
(%) = (IF/TF) x 100; donde I = incidencia, [F = nlimero de
frutos enfermos y TF = Total de frutos. Para determinar la
severidad de la enfermedad se utilizo la escala propuesta por
Aranzazu et al. (2009) y Phillips-Mora et al. (2005), en la
cual: 1 =Fruto sano; 2=1 a 25% del area necrosada; 3 =26 a
50% del area necrosada; 4=51 a 75% del area necrosada y 5
=76 a 100% del area necrosada.

2.5. Indice de severidad (ISE)

El indice de severidad se calculd utilizando la ecuacion de
Towsend y Heuberguer (1943). Se expresa como sigue: ISE
=X [(nb/(N-1) T) x 100]. Donde “n” es el numero de frutos
de cada grado, “b” es el grado, “N” es el nimero de grados
empleados en la escala y “T” es el total de frutos evaluados.

2.6. Dinamica de crecimiento del fruto

Se determiné la cinética de crecimiento del fruto. Se medio
con cinta métrica el largo del fruto, considerando a sanos y
enfermos (hasta alcanzar necrosis completa). Se determino la
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velocidad de crecimiento de los frutos con los datos
obtenidos.

2.7. Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA.
Donde existio diferencias significativas se aplico una
comparacion de medias por Tukey (p=0.05). El software
utilizado fue Infostat 2019 con conversion a R.

3. Resultados y Discusion

La semana en aparecer¢ el sintoma de moniliasis, la longitud
del fruto al inicio del sintoma de giba y de incidencia se
presenta en el Cuadro 2. En la mayoria de los tratamientos el
sintoma de enfermedad de moniliasis se observo a partir de
la segunda semana después del inicio de las aplicaciones. En
el tratamiento T7SB6, el sintoma aparecid entre la tercera y
cuarta semana post-inicio, en el T7CB2 el sintoma aparecio
ala cuarta semana y en el tratamiento T7CB6, fue en la quinta
semana post-inicio. Unicamente en los tratamientos T7SB8 y
T7CBS no se presentd ningtin sintoma de la enfermedad de
la moniliasis.

En los tratamientos T14, correspondientes a SB2, CB2, SB4
y CB4, el sintoma de moniliasis apareci6 entre la segunda y
tercera semana posterior al inicio del estudio. En el
tratamiento T14SBS el sintoma se observo entre la primera y
segunda semana post-inicio del tratamiento.

Cuadro 2. Valores promedios de longitud de fruto, tiempo en aparecer los sintomas de Moniliasis e incidencia. (SDM:

Semana en que se detecta el sintoma de moniliasis, LIDS: Longitud inicial del fruto al detectar el sintoma).

Tratamiento Condicion Edad SDM LIDS (cm) Incidencia
C. 7 dias SB 2 2.00+0.50 ¢ 3.05+0.30 g 13.33+8.3 fg
4 2.00+0.50 ¢ 5.20+0.48cde 6.66+4.3 gh
6 3.50+0.47 be 9.85+0.30 ab 13.33+8.3 fg
8 0.00+0.0 e 0.00+£0.0 h 0.00+0.0 1
CB 2 4.00+0.57 ab 5.05+0.30 def 13.33+8.3 fg
4 2.00+0.50 ¢ 4.60+0.46 def 6.66+4.3 gh
6 5.00+0.50 a 10.07+0.46 a 6.66+4.3 gh
8 0.00+0.0 e 0.00+0.0 h 0.00+0.0 1
C. 14 dias SB 2 2.38+0.28 be 4.15+0.40 ef 86.66+6.3 a
4 2.54+0.29 be 6.56+0.46 bede 73.33+£5.2 be
6 2.00+0.50 ¢ 7.82+0.50 bed 46.66+8.2 d
8 1.33+0.48 cd 9.53+0.73 ab 20.00+ 5.2 ef
CB 2 2.18+0.30 ¢ 4.4140.44 ef 73.33+£5.2 be
4 2.16+0.28 ¢ 5.9440.42 cde 80.00+8.6 ab
6 1.90+0.30 cd 7.82+0.46 bed 66.66+5.3 ¢
8 2.00+0.50 ¢ 9.48+0.55 abc 46.66+8.2 d
Testigo SB 2 2.66+0.55 be 3.96+0.84 fg 26.66+6.6 e
4 3.00+0.60 be 6.40+0.30 bede 30.00+5.3 de
6 2.50+0.48 be 8.00+0.70 abcd 30.00+5.3 de
8 2.00+0.50 ¢ 9.50+0.46 abc 13.33+ 8.6 fg
CB 2 4.00+0.57 ab 5.754+0.30 cde 26.66+6.6 e
4 2.00+0.50 ¢ 5.20+0.30 def 26.66+6.6 e
6 4.00+0.57 ab 10.80+0.46 a 13.3348.6 fg
8 2.00+0.50 ¢ 8.60+0.44 abc 13.33+8.6 fg

En los tratamientos testigo, en ambas condiciones, el sintoma
aparecio entre la segunda y la cuarta semana post-inicio, en
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significativa (F: 5.51, gl: 2, p=0.0058), y entre edades
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también (F: 4.58, gl: 3, p=0.0458). Unicamente entre
condiciones no existio diferencias estadisticas (F: 0.1, gl: 1,
p=0.7539).

El tiempo de incubacion observado en este estudio es similar
a lo reportado por Albores et al. (2018), quienes indican que
el tiempo de incubacion es el reflejo de la agresividad de la
cepa presente en el area de estudio, dando un valor menor a
las cinco semanas ya reportadas para esta enfermedad. En
frutos de edad de dos, cuatro o seis semanas, la duplicacion
celular es mayor haciéndolos mas susceptibles a la infeccion,
caso contrario a la de ocho semanas de edad, donde los
cambios en la composicion del pericarpio es mayor al
coincidir con la transicion del estado inmaduro al estado
juvenil, que segin Ando et al. (2009) y Ten Hoopen et al.
(2012), los tipos de componentes fenodlicos y flavonoides
cambia, volviéndose un tejido represivo para el desarrollo de
hongos Fitopatogenos, como M. roreri. Explicacion que
soporta la falta de frutos enfermos en el tratamiento de 8
semanas de edad donde la aplicacion de la suspension de
Bacillus fue cada siete dias, en ambas condiciones. Sin
embargo, la existencia de frutos enfermos de 8 semanas en
los tratamientos correspondientes a T14, hacen pensar que la
aplicacion semanal (la mejor) de la suspension ejerce una
inhibicion sobre la germinacion de conidios de M. roreri
presentes en la superficie de los frutos de cacao embolsados
0 no, y que no es recomendable realizarlo cada 14 porque se
pierde el efecto. Lo anterior es similar a lo observado por
Ley-Lopez et al. (2018), en plantulas de tomate, donde
explican que la incidencia de plantas enfermas por
Phytophthora capsici fue menor en los tratamientos donde se
aplico suspension de B. thuringiensis y B. amyloliquefaciens
comparado con el tratamiento testigo, dejo inactivas o
muertas a las esporas de este hongo, demostrandose con
muestras de tejido bajo observacion en microscopio.

De manera general la longitud del fruto de cacao al momento
de observar la presencia del sintoma de moniliasis oscilo de
3.05 a 10.80 cm. Se observé que la longitud del fruto esta
asociado a la edad de este y a la condicion (Cuadro 2). Los
frutos de cacao envueltos en bolsa tuvieron una diferencia
mayor en mm respecto a los que estuvieron sin envoltura. De
acuerdo con el tiempo de aplicacion (cada 7 y 14 dias) y el
testigo, la longitud de los frutos por cada edad fue similar
entre ellos y la excepcion se centrd en el tratamiento T7SB2
y en el testigo TTSB2.

La diferencia entre edades fue altamente significativa (F:
54.7, gl: 3, p<0.0001), entre condicion fue significativa (F:
2.03, gl: 1, p=0.03132) y entre tratamientos no se encontrd
diferencias estadisticas (F: 0.04, gl: 2, p=0.6692).

En cacao, la variedad mas resistente a la moniliasis es
forastero (Takam et al., 2013), pero en el presente estudio la
variedad fue trinitario y las condiciones fisicoquimicas del
pericarpio del fruto de esta variedad es mayor a la de Criollo
(Albores et al., 2018), y menor al forastero, considerando esta
capacidad fisicoquimica como un efecto de barrera, no fue
totalmente efectiva. Los frutos de menor edad son mas
susceptibles a la infeccion por M. roreri, 1o que no les
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permite seguir creciendo y por la falta de metabolitos con
actividad antifungica, el tejido tiende a morir facilmente por
la presencia del micelio necrotrofico que lo consume (Agrios,
2005).

La diferencia significativa en tamafo y tiempo de
incubacidn, en la edad de dos semanas del tratamiento T7SB2
comparado con el T7CB2 y del testigo TTSB2 con respecto
al TTCB2, esta asociada a la presencia de la bolsa de celofan
dulce. Estd envoltura tiene la propiedad de ser
moderadamente permeable al COz y O», al vapor de agua ¢
impide la desecacion, lo que la convierte en un empaque
factible para la conservacion de alimentos (Plank, 2005;
Yunga, 2011). Por lo anterior proponemos que ejercié un
efecto incubador - retrasador induciendo cambios
fisiologicos en los frutos infectados, retrasando la generacion
de la necrosis en el tejido del pericarpio donde reprimi6 la
generacion del micelio necrotrofico (hipotético) y el
almacenamiento de fenoles daiiinos en el tejido (Bailey et al.,
2013), reflejandose en el tamafio del fruto al momento de
expresar el sintoma y en el tiempo de incubacion.

Respecto a la incidencia, los tratamientos con aplicacion de
cada siete dias del Bacillus, presentaron menores valores de
incidencia que el tratamiento testigo y del que recibid
aplicacion cada 14 dias. Los valores mas altos de incidencia
se observaron en los tratamientos que recibieron la aplicacion
del Bacillus cada 14 dias, tanto en la condicién embolsada
como en la no embolsada. Estadisticamente, existid
diferencias altamente significativas entre tratamientos (F:
1088.68, gl: 2, p<0.0001), y entre edades (F: 139.57, gl: 3,
p<0.0001), pero no entre condiciones (F: 0.05, gl: 1,
p=0.8249).

Respecto a los valores de incidencia y como se menciond en
parrafos anteriores, la aplicacion de la suspension de Bacillus
en los tratamientos T7 esta relacionado con la inhibicion de
conidios en la superficie del pericarpio. Por lo anterior, el
nimero de frutos infectados, traducido a wvalores de
incidencia fue menor, aunque el tiempo de incubacion en
frutos que si se infectaron haya sido de dos semanas. Lo antes
expuesto se compard con los tratamientos que recibieron
aplicacion de la suspension del Bacillus cada 14 dias, donde
la incidencia de la enfermedad fue mayor y es posible que no
haya existido suficiente inhibicion de conidios, tal como lo
reporta Ley-Lopez et al. (2018), en plantas de tomate.

Por otro lado, los frutos enfermos observados en los
tratamientos T7, pudieron tener menor tiempo de exposicion
a la suspension de Bacillus en la zona proxima al pedunculo,
incluyendo que algunos conidios no se hayan lavado durante
el escurrimiento del liquido. Ademas, la adherencia de la
suspension a la superficie del pericarpio no haya permitido
que existiera mayor residualidad del mismo y hubieran
quedado areas de tejido sin exposicion a la suspension, lo que
dio como resultado algunos frutos infectados.

En lo que respecta al momento en que se presento la necrosis
total de los frutos de cacao estudiados, de manera general
oscil6 entre la quinta y octava semana post-inicio (Cuadro 3).
Estadisticamente no existieron diferencias significativas
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entre tratamientos (F: 2.63, gl: 2, p=0.0526), entre condicion
(F: 0.16, gl: 1, p= 0.0688), pero si entre edades (F: 4.78, gl:
3, p<0.0042).

De manera general, el tiempo de vida (Tv) que tuvieron los
frutos después de detectar que estaban infectados,
independientemente de la aplicacion del Bacillus o no, fue de
2 a 3 semanas. Con excepcion de los tratamientos de 8
semanas de edad con aplicacion cada 7 dias, no existieron
diferencias significativas entre tratamientos, entre edades y
entre condicion. Segun Phillips-Mora et al. (2007), después
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de que el fruto es infectado transcurren de tres a cinco
semanas para que se exprese la enfermedad y una vez
expresado el sintoma, transcurren de 2 a 3 semanas antes de
alcanzar una necrosis completa. En el presente estudio
estuvimos dentro de rango de vida del fruto y que los frutos
de cacao infectados, independientemente de la edad, inician
el proceso de necrosis de 5 a 8 semanas después de la
infeccion. Lo anterior les permite crecer un poco, pero no
suficiente como lo hacen los fruto no infectados.

Cuadro 3. Valores promedios de longitud de fruto, tiempo de vida del fruto después de aparecer sintoma de Moniliasis, semana con

total necrosis y severidad. (STN: Semana con total necrosis, LFTN: Longitud final del fruto al alcanzar total necrosis, Tv: tiempo de

vida del fruto).

T Condicién Edad STN LFTN (cm) Tv Severidad
C. 7 dias SB 2 5.540.64 b 3.90+0.83 2.5+0.28 a 25.00
4 6.0£0.91 b 6.50+0.83 d 3.0+0.39 a 8.33
6 7.5+0.64 ab 10.70+1.16 be 3.0£0.28 a 16.66
8 0.0+0.0 ¢ 0.00+0.0 0.0+£0.0 b 0.00
CB 2 7.0+0.64 ab 5.55+1.16 de 2.0+£0.28 a 16.66
4 6.0£0.91 b 5.60+0.92 de 3.0+0.39 a 8.33
6 8.0£0.91 a 12.40+£0.92 b 3.0+0.39 a 8.33
8 0.0+0.0 ¢ 0.00+0.0 0.0+£0.0 b 0.00
C. 14 dias SB 2 6.0£0.24 b 7.56+0.83 cd 3.0+0.10 a 50.00
4 5.4+0.29 b 9.17+0.76 ¢ 2.940.12 a 33.33
6 5.7£0.37b 13.27£1.16 b 3.0£0.16 a 33.33
8 5.8£0.41b 16.74+1.18 a 2.840.18 a 25.00
CB 2 5.8£0.29 b 8.47+0.83 cd 2.540.12 a 41.66
4 5.7£0.26 b 10.45+0.76 be 24+0.11 a 41.66
6 5.8£0.30b 14.96+0.88 ab 2.8+£0.13a 58.33
8 6.0+0.34 b 16.13£1.00 a 2.7+0.15 a 33.33
Testigo SB 2 6.0+0.53 b 4.70£1.52 3.0+0.23 a 25.00
4 6.3£0.53 b 7.63£1.52 cd 2.7£0.23 a 16.66
6 7.0+0.53 ab 11.03£1.52 be 2.740.23 a 41.66
8 6.0+0.91 b 10.40+2.64 be 3.0+0.39 a 8.33
CB 2 7.0+0.64 ab 6.15+1.86 d 2.0+0.28 a 16.66
4 6.0+£0.64 b 6.45+1.86 d 3.0+0.28 a 16.66
6 7.0+0.91 ab 11.3042.64 be 2.0+0.39 a 8.33
8 6.0£0.91 b 9.70+£2.64 ¢ 3.0+0.39 a 8.33

Al término de vida de los frutos de cacao infectados, la
longitud alcanzada de estos hasta la presencia de necrosis
total fue mayor en los tratamientos correspondientes a T14,
especificamente en los tratamientos CB6, SB6, CB8 y SBS.
Respecto a la condicion, de manera general los frutos que
fueron embolsados fueron mas grandes que los frutos no
embolsados, independientemente del tratamiento. Los
tratamientos donde los frutos fueron menores en longitud
correspondieron a los tratamientos de T7. Se encontraron
diferencias significativas la condicion de manejo de los frutos
(F: 6.14, gl: 1, p=0.0154) y diferencias altamente
significativas entre tratamientos (F: 16.78, gl: 2, p<0.0001) y
entre edades del fruto (F: 42.64, gl: 3, p<0.0001).

De manera general, los tratamientos de edades dos y cuatro,
fueron las mas susceptibles a la enfermedad, y la menos
susceptibles es la de ocho semanas de edad. Se puede
observar que, de manera jerarquica, tomando como criterio
de seleccion los de menor incidencia, incidencia media y
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mayor incidencia, los tratamientos quedan de la siguiente
manera “Cada siete dias” < “Testigo” < “Cada 14 dias”.

La diferencia en los tamafios del fruto de cacao estuvo
asociada a la envoltura protectora, que a pesar de ser una
cubierta moderadamente permeable al CO2 y Oz, al vapor de
agua e impide la desecacion (Plank, 2005; Yunga, 2011),
proporciono un efecto incubacién - retrasador que indujo
cambios fisiologicos en los frutos infectados, y por ello la
expresion de la enfermedad se retraso, incluyendo la necrosis
total de estos. Considerando los resultados de los
tratamientos correspondiente a los T7, se recomienda aplicar
la suspension de Bacillus cada siete dias, sin importar estar o
no embolsados.

El mayor dafio observado, medidos como ISE, a los frutos de
cacao producido por sintomas de moniliasis, se presentd en
los tratamientos que recibieron aplicacion cada 14 dias. En
los tratamientos que recibieron aplicacion cada 7 dias, fueron
los que menor daiio tuvieron en los frutos de cacao. Al igual
que en la incidencia, el ISE estuvo asociado a la capacidad
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de infeccion del fruto, a las propiedades fisicoquimicas del
fruto de cacao, al efecto inhibitorio que ejercio la suspension
del Bacillus y a la resistencia bioquimica o genética que tuvo
la variedad de cacao utilizada, respecto a lo anterior Albores
et al. (2018) indicaron que la concentracion de fenoles,
flavonoides y actividad peroxidasa, juegan un papel relevante
contra el desarrollo del patdégeno y que esta capacidad se
encuentra sustentada por la resistencia genética del fruto.

En la velocidad de crecimiento (Figura 1), se observé que los
frutos de los tratamientos de 2 y 4 semanas de edad, que
recibieron la aplicacion de la suspension de Bacillus sp., cada
7 o 14 dias, presentaron valores superiores a los observados
en los frutos que no recibieron la aplicacion de la bacteria,
sin importar si estaban o no protegidos por la envoltura. Se
observaron dos picos de velocidad maxima en las semanas
cuatro y seis, donde el segundo valor maximo no se observo
en el tratamiento testigo.

Lo anterior hace pensar que la cepa bacteriana al
interaccionar con el tejido del exocarpo del fruto de cacao
puede expresar, ademds del efecto protector contra la
infeccion del fruto por el patdgeno que provoca la moniliasis,
un efecto como promotor del crecimiento de tejido vegetal
(PCTV), proponiendo posibles mecanismos: a) que la cepa
penetre la cuticula y llegue a la capa epidérmica del exo-
carpo colonizandola, ocupando un espacio que no permita la
penetracion del patéogeno, como lo menciona Chowdhury et
al. (2015), Villareal-Delgado et al. (2018) y Yu et al. (2011),
b) la producciéon de compuestos de bajo peso molecular con
efecto directo sobre el crecimiento del patégeno limitando o
inhibiendo su crecimiento (Jaafar et al., 2017; Villareal-
Delgado et al., 2018; Zhang et al., 2016), ¢) que durante la
interaccion planta — Bacillus sp., se estimularon respuestas
en el tejido induciendo la produccion de fitohormonas
(Bustos-Vazquez et al., 2020, Chowdhury et al., 2015; Yu et
al., 2011), que promovieron la division celular en el fruto de
cacao. A lo antes expuesto, Torres-de los Santos et al. (2020)
indica que a nivel endogeno durante la interaccion
microorganismo — planta, se orquesta una variedad de
respuestas donde se producen metabolitos que estimulan el
crecimiento vegetativo, produccion de metabolitos con
actividad antimicrobiana y contra herbivoros, y es posible
que esto haya ocurrido en el presente estudio en frutos de
cacao después de la aplicacion de la suspension bacilar. A lo
anterior no se ha demostrado que la cepa de Bacillus sp.
utilizada hubiera colonizado el tejido del fruto.

El efecto observado en los frutos correspondientes al
tratamiento de 8 semanas de edad (Figura 1 A y B), donde se
reduce la velocidad de crecimiento a la semana tres, en
ambos tratamientos (aplicacion de 7 y 14 dias), este
comportamiento podria estar asociado a la etapa 2 de cambio
que sufre los frutos de cacao donde se reduce la division
celular y comienza el alargamiento de las células existentes
en todo el tejido del fruto, acompafiado de actividad
metabdlica involucrada a la sintesis de sustancias implicadas
en la defensa del fruto; en el interior del mismo fruto se activa
el desarrollo del 6vulo a expensas del crecimiento del

embrion (Ten Hoopen et al., 2012). Lo anterior, necesitd
aproximadamente de una semana, lo que hace pensar que
estuvo asociado a la redireccion - distribucion de nutrimentos
indispensables en el fruto, dandole prioridad al inicio de la
formacion de semillas. La envoltura pléstica de celofan
funciond6 como una camara de incubacion donde las
condiciones ambientales ejercieron funcion de elicitar en las
células del tejido del fruto la activacion de esta etapa entre la
semana 10 a la 11, muy marcada en los tratamientos con la
envoltura comparado con el tratamiento sin envoltura.
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Figura 1. Velocidad de crecimiento de los frutos de cacao (A: con
aplicacion cada 7 dias, B: con aplicacion cada 14 dias y C: Testigo).
Los numeros 2, 4 y 6 son las edades de los frutos de cacao al inicio
del estudio, para cada tratamiento.

4. Conclusion

La suspension de Bacillus inhibe el desarrollo de la
moniliasis en los frutos de cacao, cuando se realizod
aplicaciones cada siete dias, sin importar si se embolsan o no
los frutos. La envoltura utilizada provocé un efecto inductor
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en el desarrollo de los frutos de cacao, ademas el efecto de
alargar el tiempo de la etapa de incubacion de la enfermedad.
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Resumen

La expresion heterdloga de compuestos bioactivos en microorganismos surge como alternativa para
satisfacer la demanda de productos basicos que necesita la sociedad moderna para la vida diaria. Este
método busca competir con la produccion tradicional que involucra sintesis quimica o enzimatica, ya que
presentan desventajas por contaminacion ambiental o bajos rendimientos. En este sentido, Yarrowia
lipolytica es un modelo de estudio desarrollado con las herramientas de la biologia sintética y de la
ingenieria metabdlica, cuya finalidad ha sido la produccion de diversos compuestos oleaginosos y, mas
recientemente, de proteinas recombinantes, que representan un mercado de cada vez mayor importancia
para la industria biotecnoldgica. Entre las proteinas heterdlogas expresadas en este sistema, la globulina
11S de Amaranthus hypochondriacus L. se presenta como proteina funcional debido principalmente a
sus propiedades nutracéuticas y antihipertensivas. En esta revision se describen los principales avances
sobre la produccion de moléculas de interés biotecnoldgico e industrial en los sistemas de levaduras no
convencionales, especificamente, la expresion de proteinas heterdlogas en Y. lipolytica; se considera
como ejemplo el caso de la globulina 11S de 4. hypochondriacus L. Finalmente, se resumen las
perspectivas para este sistema, asi como las limitantes que quedan por superar.

Heterologous proteins in Yarrowia ljpolytica:the 11S

globulin from Amaranthus hypochondriacus L.

Abstract

The heterologous expression of bioactive compounds in microorganisms arises as an alternative to satisfy
the demand for basic products that modern society needs for daily life. This method seeks to compete
with traditional production that involves chemical or enzymatic synthesis, since it has disadvantages due
to environmental contamination or low yields. In this sense, Yarrowia lipolytica is a study model
developed with the tools of synthetic biology and metabolic engineering, whose purpose has been the
production of various oleaginous compounds and, more recently, recombinant proteins, which represent
an increasingly important market for biotechnology industry. Among the heterologous proteins expressed
in this system, 11S globulin from Amaranthus hypochondriacus L. is presented as a functional protein
for food supplementation mostly due to its nutraceutical and antihypertensive properties. This review
describes the main advances in the production of molecules of biotechnological and industrial interest in
unconventional yeast systems, specifically, the expression of heterologous proteins in Y. lipolytica; the
case of the 11S globulin from 4. hypochondriacus L. is considered as an example. Finally, the
perspectives for this system are summarized, as well as the limitations that remain to be overcome.
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1. Introduccion

La creciente demanda de productos basicos de uso
farmacéutico y nutricional, que sean elaborados mediante
procesos  ambientalmente  responsables, sin  los
inconvenientes en el uso de los sistemas de expresion
tradicional motivan el desarrollo de nueva investigacion
relacionada con la produccion de compuestos bioactivos
sintetizados por microorganismos o de forma heter6loga
(Aditiya et al., 2016; Bilal et al., 2020; Ledesma-Amaro y
Nicaud, 2016b; Larroude et al., 2018; Waterlander et al.,
2018). Diferentes modelos no convencionales han sido
estudiados con este fin, de entre los cuales destaca la levadura
Yarrowia lipolytica, es un sistema atractivo, debido a su
antigiledad de uso en la elaboracion de alimentos como
panes, quesos y bebidas fermentadas; a su plasticidad
metabolica y a otras caracteristicas sobresalientes como
modelo de estudio en investigacion (Nicaud, 2012; Fukuda,
2013; Madzak, 2015; Zinjarde, 2014).

En este sentido, la biologia sintética y la ingenieria
metabodlica mantienen esfuerzos en conjunto para desarrollar
plataformas de expresion y secrecion a nivel de laboratorio
que son Uunicas, las cuales permiten incrementar los
rendimientos y reducir los costos de produccion de vacunas,
hormonas y otras proteinas importantes para la industria
(Abdel-Mawgoud et al., 2018; Ledesma-Amaro y Nicaud,
2016b). Debido a ello, a la fecha mas de 130 proteinas
provenientes de mas de 80 especies se han logrado expresar
en esta levadura, algunas de ellas con aplicaciones
terapéuticas, mientras que otras catalizan reacciones
enzimaticas de interés industrial, y algunas mas han sido
empleadas como aditivos en productos alimenticios (Kim et
al.,, 2014; Korpys-Wozniak et al., 2020; Madzak, 2015;
Madzak et al., 2004; Porro et al., 2005; Song et al., 2007). De
las proteinas empleadas como suplementos para alimentos, la
globulina 11S de Amaranthus hypochondriacus L. ha
llamado la atencion de los investigadores por su potencial
como proteina funcional, debido principalmente a su
contenido en aminoacidos esenciales y por su posible
aplicacion como coadyuvante en el tratamiento de
enfermedades asociadas a la dieta, como la hipertension
(Castro-Martinez et al., 2012; Luna-Suarez et al., 2008;
Luna-Suarez et al., 2010; Medina-Godoy et al., 2004;
Muhammad et al., 2020; Nielsen et al., 1995; Valdez-Ortiz et
al., 2005). La presente revision aborda los principales
avances relacionados con la expresion de proteinas
heterélogas en sistemas de levaduras no convencionales,
como Y. lipolytica; se analizan las diferentes herramientas
moleculares que se han desarrollado con este propdsito y se
destaca el potencial de esta levadura como modelo
biotecnologico para la produccion de proteinas que pueden
emplearse en diferentes ambitos de la industria, enfatizando
el caso de la globulina 11S de 4. hypochondriacus L., 1a cual
puede usarse para la elaboracion de alimentos funcionales,
un area que ha sido poco explorada.
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2. Proteinas recombinantes como productos de
interés biotecnolégico e industrial

Los materiales y productos que demanda la sociedad
moderna para la vida diaria dependen principalmente de la
industria de combustibles fosiles y de precursores de
hidrocarburos, los cuales generan preocupacion en la
colectividad global ya que los gases y subproductos
derivados de la industria petroquimica provocan la
disminucion de la calidad del aire y otras formas de
contaminaciéon medioambiental. La crisis ambiental motiva
el desarrollo de una industria sostenible mediante el uso de
materias primas renovables, la biisqueda de bioprecursores,
y en general, de recurrir a procesos que no dafien al
ecosistema; ademas del desarrollo de nuevas formas de
producir alimentos para cubrir la demanda mundial, la cual
incrementa con el paso del tiempo. Ejemplo de estos procesos
son la biosintesis y las fermentaciones realizadas por
microorganismos (ambos procesos estudiados por la
biotecnologia), en lugar de emplear sintesis quimica o
enzimatica, que ademas son costosas y presentan bajos
rendimientos (Aditiya et al., 2016; Bilal et al., 2020;
Waterlander et al., 2018).

La biotecnologia permite la produccion de proteinas no
nativas en diversos sistemas, como los microorganismos,
formando asi proteinas recombinantes o heterologas.
Producir estas proteinas dentro de un sistema determinado
confiere a este ultimo habilidades que le permiten realizar
nuevas tareas. La rapida creacion y optimizacion de diversas
cepas productoras de estas moléculas ha sido posible gracias
al uso combinado de herramientas de la biologia sintética y
de la ingenieria genética (Larroude et al., 2018; Ledesma-
Amaro y Nicaud, 2016b). Algunas de estas proteinas tienen
aplicaciones terapéuticas, y juegan un papel importante en la
medicina molecular al contribuir en el tratamiento de varias
enfermedades. Un ejemplo sobresaliente de la produccion de
proteinas terapéuticas en levaduras fue la expresion de la
insulina humana recombinante en el microorganismo
Saccharomyces cerevisiae en el afio 1987. Desde entonces,
decenas de nuevos productos farmacéuticos como vacunas y
factores sanguineos han sido expresados en este y otros
sistemas. El valor estimado de mercado de las proteinas
terapéuticas, incluidos los productos a base de acidos
nucleicos y los productos a base de células modificadas, es
de 70-80 mil millones de ddlares (USD) con una tasa anual
de crecimiento de 7-15%, lo que supone un esquema de
produccion econdémicamente factible para la industria
biotecnologica (Kim et al., 2014).

Para que un bioproceso sea econdémicamente viable, la
relacion entre los costos de produccion y el precio de venta
del producto en el mercado deben ser favorables. Por tanto,
la reduccion de los costos es fundamental en la industria de
la bioproduccion, se espera que el proceso mediado por
microorganismos compita con la produccion quimica
convencional, la cual emplea materias primas como el
petroleo. Como se menciond anteriormente, la maquinaria
enzimatica de un microorganismo puede modificarse gracias
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a las herramientas de la ingenieria metabolica, con la
intencion de solventar las demandas de la industria, o para
resolver dificultades inherentes al proceso de produccion de
una molécula determinada. La ingenieria metabolica mejora
los rendimientos y la productividad de las cepas de
microorganismos, modificando las vias sintéticas e
inactivando reacciones competitivas, promoviendo la sintesis
selectiva de la molécula deseada y reduciendo la formacion
de subproductos, para minimizar asi los costos en la seccion
downstream de un bioproceso. Se ha referido que en el futuro
moléculas tales como el dioxido de carbono (CO»),
monoxido de carbono (CO), metanol y metano podrian
emplearse como fuentes de carbono para las cepas
recombinantes, lo cual promoveria el uso de este recurso, el
cual es desechado por muchos sectores de la industria,
ademds de que la competencia por el suministro es
practicamente inexistente, al mismo tiempo que son fuentes
econdmicas de posibles sustratos. En este sentido, el objetivo
de la ingenieria aplicada en la produccion de proteinas
heterélogas es el de convertir a una plataforma
biotecnologica de expresion perfecta que incorpore todas las
vias deseadas y pueda realizar un amplio nimero de
actividades distintas, es decir, que una cepa sea capaz de
degradar varios tipos de fuentes de carbono complejas, o de
producir varias proteinas en un misSmo microorganismo sin
que esto represente un problema para la supervivencia del
mismo. Sin embargo, se ha descrito que la carga metabolica
afectaria el rendimiento del producto (Abdel-Mawgoud et
al., 2018; Ledesma-Amaro y Nicaud, 2016b). Mas adelante
se abordan las caracteristicas de provecho y los aspectos
limitantes relacionados con la carga genética en los sistemas
de expresion.

3. Sistemas de expresion de proteinas heterélogas
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y las células de
mamiferos son los sistemas hospedadores mas utilizados para
la produccion de proteinas heterdlogas con aplicaciones
terapéuticas, y representan el 15%, 31% y 43%,
respectivamente, de los productos biofarmacéuticos
desarrollados; sin embargo, se ha reportado que presentan
desventajas como la formacion de cuerpos de inclusion, bajos
rendimientos, crecimiento lento, se requiere de medios
complejos y/o son susceptibles a la contaminacion viral
(Berlec y Strukelj, 2013; Celik y Calik, 2012; Kim et al.,
2014).

El sistema de expresion ideal seria, entonces, una plataforma
universal capaz de convertir de manera eficiente una amplia
variedad de materias primas de bajo costo en productos de
valor agregado. Sin embargo, los fenotipos relevantes para la
produccion de proteinas  heterdlogas suelen  ser
multifactoriales y con procesos metabdlicos dificiles de
descifrar. Las ventajas innatas de un sistema hospedero
pueden incluir desde tolerancia a altas concentraciones de
producto o precursor y tolerancia a las condiciones del
procesamiento, dichos rasgos suelen ser complejos y dificiles
de caracterizar, y por lo tanto no se transfieren de manera
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sencilla a otra cepa u organismo preferido (Wagner y Alper,
2016).

Las levaduras, por su parte, han sido empleadas desde hace
miles de afios en la elaboracion de alimentos como panes y
quesos, y para producir bebidas alcohodlicas a través de los
procesos de fermentacion, extendiéndose su uso cada vez
mas hasta emplearse en tareas menos tradicionales como la
sintesis de proteinas terapéuticas, lo que hace que adquieran
relevancia industrial (Kim et al., 2014). Actualmente, las
levaduras se encuentran por detras de E. coli en cuanto al
numero de redes sintéticas que se han descrito, debido a su
naturaleza eucariota. No obstante, a pesar de ser
relativamente complejas, las levaduras poseen una variedad
de ventajas que las vuelve atractivas como plataformas de
expresion de proteinas; caracteristicas como el crecimiento a
alta densidad celular en una amplia variedad de fuentes de
carbono, capacidad para realizar una variedad de
modificaciones postraduccionales complejas, alta capacidad
de secrecion celular, poseen mayor tolerancia al proceso de
fermentacion industrial que otros sistemas bacterianos
tradicionales, no son susceptibles a agentes infecciosos como
los bacteriofagos, y se ha descrito que secretan pocas
proteinas endogenas, lo que facilita el proceso de
purificacion de la proteina recombinante secretada. Si bien
los hongos filamentosos también comparten muchas de estas
caracteristicas, a menudo son mas dificiles de transformar
con ADN exo6geno (Blount et al., 2012; Egermeier et al.,
2017; Kim et al., 2014; Ledesma-Amaro y Nicaud, 2016b).
Aunque los primeros trabajos de biologia sintética en
levaduras comenzaron con el modelo S. cerevisiae, hoy se
conoce que esta levadura produce hiperglicosilacion de los
productos y estructuras de glicanos potencialmente
alergénicas, lo cual es desfavorable para la produccion de
algunas proteinas terapéuticas humanas. En la ultima década,
el campo de aplicacion en levaduras se ha extendido a otros
modelos denominados no convencionales, como Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris 'y
Yarrowia lipolytica. La secuenciacion completa del genoma
de algunas de estas levaduras ya se encuentra disponible en
bases de datos publicas (De Schutter et al., 2009; Dujon et
al., 2004; Ravin et al., 2013). Algunos ejemplos de proteinas
y otros productos expresados en estos sistemas pueden
apreciarse en el Cuadro 1.

3.1. Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica es una levadura oleaginosa dimorfica, no
convencional, perteneciente al filo Ascomycota (subfilo:
Saccharomycotina, antes llamado Hemiascomycetes), la cual
se ha descrito que posee notable actividad lipolitica y
proteolitica. Ha sido aislada de varios medios, entre ellos
suelos, aguas marinas, micorrizas, carnes y alimentos lacteos,
destacando varios quesos, ademas de tener relativa incidencia
en aguas contaminadas con hidrocarburos (habitualmente
habita entornos con sustratos de naturaleza hidrofoba)
(Fukuda, 2013; Madzak, 2015; Nicaud, 2012; Zinjarde,
2014). Desde hace mas de 50 afios esta levadura ha ganado
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popularidad entre académicos, investigadores y en la
industria debido a que posee ventajas metabolicas distintivas,
como tolerancia a los cambios de pH (tanto acido como
alcalino), concentracion de sales, bajas temperaturas, baja
actividad acuosa, posee una elevada capacidad de secrecion
(de manera natural secreta enzimas extracelulares como
proteasas, lipasas, esterasas, fosfatasas y RNAsas), y permite
el uso de diversos compuestos organicos como materias
primas (alcoholes, azlicares y acidos organicos); esto la
vuelve un microorganismo adecuado para una amplia gama
de aplicaciones biotecnologicas y para la expresion de
metabolitos mas alla de los &cidos grasos que tipicamente se
han estado trabajando en este modelo, que abarca productos
derivados de  pentosas  fosfato, biocombustibles,
metilcetonas, policétidos, terpenos, carotenoides, polimeros,
enzimas, proteinas terapéuticas, nanoparticulas, farmacos,
nutracéuticos, acidos organicos, aditivos y suplementos
dietéticos, por mencionar algunos. También se ha propuesto
como modelo de estudio del dimorfismo, del complejo
mitocondrial, peroxisomas, acumulacion de lipidos, y para la
produccion de diversas enzimas (Blazeck et al., 2015;
Celinska et al., 2018; Dulermo et al., 2017; Hanko et al.,
2018; Jach et al., 2020; Kubiak et al., 2019; Larroude et al.,
2018; Ledesma-Amaro y Nicaud, 2016a; Sekova et al., 2019;
Vandermies y Fickers, 2019; Xie, 2017; Yan et al., 2018).

Y. lipolytica es una levadura de estado GRAS (generalmente
reconocida como segura), designada asi por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de EE.
UU., por lo que se puede utilizar sin riesgo en los procesos
industriales, es de facil manipulacion en condiciones de
laboratorio, y entre lo mas destacado de su fortaleza
metabolica, esta puede acumular intermediarios del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA), precursores como acetil-CoA y
malonil-CoA; asimismo permite la manipulacion de la via de
pentosas fosfato, lo que hace posible la generacion de
multiples productos heterélogos (Bilal et al., 2020; Galvez-
Loépezetal., 2019; Gao et al., 2017; Madzak, 2015; Markham
y Alper, 2018; Miller y Alper, 2019; Wagner et al., 2018;
Zinjarde, 2014).

4. Principales proteinas heterélogas expresadas en
Yarrowia lipolytica

La levadura Y. lipolytica se ha convertido en un sistema
popular para la expresion y secrecion de moléculas de interés
industrial, destacando de entre ellas a las proteinas. El uso de
esta levadura para la obtencion de compuestos valiosos se ha
desarrollado en dos direcciones conectadas entre si: como un
hospedador para la produccion de proteinas heterdlogas y
como una célula biocatalizadora. Usar a Y. lipolytica como
hospedador a menudo requiere de modificar su metabolismo,
introducir nuevas enzimas catalizadoras por medio de la
expresion de proteinas foraneas; esto a su vez precisa del
desarrollo de promotores sintéticos, genes sintéticos con
codones optimizados, factores de transcripcion artificiales y
de la insercion de casetes de expresion. A pesar de aplicarse
con mayor frecuencia en los sistemas procarioticos, se ha
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descrito que la optimizacion de codones puede mejorar la
eficiencia de traduccion de genes heterdlogos en levaduras,
permitiendo que coincidan con la secuencia de nucleotidos
del organismo huésped (Kim et al., 2014). El uso de esta
levadura como huésped para la expresion heteréloga se inicio
hace poco mas de 35 afios, en 1984, por Pfizer Inc. (EE. UU.)
y un equipo del INRA en Francia. Desde entonces, mas de
130 proteinas, de mas de 80 especies se han producido con
éxito en este modelo. Al principio, el uso de levaduras como
sistemas para la produccion de proteinas terapéuticas
recombinantes se vio afectado debido a las diferencias que
existian entre la ruta de N-glicosilacion de las levaduras y la
de los mamiferos, ya que las levaduras, al modificar las
glicoproteinas con N-glicanos de alta manosa, ocasionan que
se reduzca la vida media de las proteinas producidas,
volviéndolas inmunogénicas para los humanos y otros
mamiferos, y reduciendo asi su utilidad. Sin embargo, en la
actualidad, para Y. lipolytica se han desarrollado cepas que
producen glicoproteinas compatibles con humanos, probadas
in vivo (Kim et al., 2014; Korpys-Wozniak et al., 2020
Madzak et al., 2004; Madzak, 2015; Porro et al., 2005; Song
et al., 2007;). Otra limitante en la produccion de proteinas
recombinantes es que, durante la secrecion, a menudo se ven
sujetas a una escision proteolitica por las proteasas que
existen en la superficie celular, lo que reduce el rendimiento
final y afecta la calidad de los productos; sin embargo, la
construccion de cepas deficientes de proteasas mediante la
delecion multiple de algunos genes podria emplearse para
resolver este problema (Wu et al., 2013). Las cepas de tipo
silvestre se han utilizado para producir proteinas unicelulares
SCP (Single Cell Proteins) destinadas a la alimentacion del
ganado. Por otra parte, la empresa polaca Skotan SA
comenzo recientemente a comercializar biomasa de esta
levadura para su uso como levadura forrajera en Europa, y a
desarrollar aplicaciones prebidticas y probidticas para la
industria alimentaria. Esta levadura también se ha
modificado para la expresion de un péptido antimicrobiano
(Zhao et al., 2013). Algunas enzimas de importancia
econdmica que han sido expresadas en Y. lipolytica incluyen
lipasas, proteasas, amilasas, mananasas y lacasas. Las
lipasas, una subclase de esterasas, catalizan la hidrdlisis de
lipidos y tienen diversas aplicaciones en la industria
alimentaria, de detergentes, en biorremediacion, como
biocatalizadores para la produccion de biodiesel y en quimica
organica, ademas de utilizarse en el tratamiento de la
insuficiencia pancredtica exocrina. Las proteasas, enzimas
capaces de hidrolizar diversos enlaces peptidicos por medio
de diversos mecanismos cataliticos, tienen su principal
aplicacion en la industria alimentaria y de los detergentes,
aunque también en el tratamiento de aguas residuales y en el
ambito médico. Las alfa amilasas son glucosido-hidrolasas
muy importantes en el procesamiento del almidon. Las b
mananasas son hemicelulasas capaces de hidrolizar los
enlaces 1,4-B-D manosidicos de las cadenas de manano y sus
derivados, y se emplean en la bioconversion de la biomasa
lignoceluldsica, asi como en la industria de los alimentos y
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piensos, de los detergentes, y en la extraccion de petrdleo.  y se pueden utilizar en la degradacion de pesticidas, tintes e
Las lacasas, por su parte, son oxidorreductasas de cobre  hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) (Han et al.,
capaces de oxidar una amplia gama de fenoles y arilaminas,  2013; Madzak, 2015).

Cuadro 1. Proteinas heter6logas y otros productos de uso industrial expresados en diferentes especies de

levaduras no convencionales.

Organismo Productos
H. polymorpha Factor de crecimiento similar a la insulina
Fitasa
Hexosa oxidasa
Hirudina

Triacilglicerol lipasa
Vacuna contra la hepatitis B

K. lactis Acido glicélico
Acido lactico
Lactasa
Quimosina
P. pastoris Albumina sérica humana

Anticuerpo Anti-IL-6R
Anticuerpo Anti-RSV
Colageno
Ecalantida
Factor de crecimiento HB-EGF
Fosfolipasa C
Insulina
Interferon za 2b
Isobutanol
Nootkatona
Ocriplasmina
Vacuna de la hepatitis

Y. lipolytica ®-3y ®-6
a-amilasa de Oryza sativa
Acido alfa-cetoglutarico
Acido alfa-linolénico
Acido citrico
Acido eicosapentaenoico
Acido isocitrico
Acido itaconico
Acido succinico
Biodiesel
Citocromo P450 1A1 de Homo sapiens sapiens
Endo-B-1,4-mananasa de Aspergillus aculeatus
Epoéxido hidrolasa de Rhodotorula araucariae
Eritritol
Interferon o 2b de Homo sapiens sapiens
Lacasa I de Pycnoporus cinnabarinus
Leucina aminopeptidasa Il de Aspergillus oryzae
Lipasa B de Candida antarctica
Lipasa de Rhizopus oryzae
Lipasa extracelular YILIP2
Pancrelipasa
Proquimosina de Bos taurus taurus
Succinato
Acido gamma-linolénico
Licopeno
[B-caroteno

(Ekas et al., 2019; Kim et al., 2014; Madzak, 2015; Wagner y Alper, 2016).
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5. Versatilidad de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica también se ha empleado para producir acidos
grasos poliinsaturados, aceite unicelular y proteina
unicelular. Los 4cidos grasos poliinsaturados son
comestibles, y aunque no son sintetizados por los mamiferos,
son esenciales para la salud. Existe la intencion de desarrollar
cepas de Y. lipolytica productoras de ®-3 y ®-6, los cuales
puedan ser utilizados como suplementaciéon en piensos y
alimentos, como alternativa econdmica y sostenible a la
produccién tradicional en la que estos compuestos se
obtienen de aceites vegetales o del pescado. Se ha descrito
que algunas cepas de esta levadura son capaces de producir
biomasa con concentraciones de lisina, treonina Yy
fenilalanina/tirosina mas altos que los observados en la
proteina de huevo estandar (Juszczyk et al., 2013). DuPont
Company ya comercializa biomasa de Y. lipolytica rica en
acido eicosapentaenoico (EPA) como alimento para peces,
cuyo proceso ha sido optimizado y patentado (Verlasso™),
ademds de suplementos dietéticos ricos en EPA (New
Harvest™). Otros ejemplos de moléculas producidas por esta
levadura y destinadas a la suplementacion de alimentos
incluyen al &cido citrico, un conservador ampliamente
utilizado por la industria, y a los carotenoides, pigmentos
organicos lipofilicos empleados como colorantes y agentes
antioxidantes. Por lo tanto, se conoce que esta levadura se
utiliza con diversos fines en la industria alimentaria: en la
fabricacion de alimentos, la elaboracion de aditivos y
conservadores, la produccion de biomasa como alimento o
pienso, y en el proceso de transformacion de los desechos
alimentarios, por lo que se le considera como importante en
aplicaciones relacionadas con comestibles. Los aspectos
relacionados con la inocuidad de Y. lipolytica para su uso
alimenticio refieren que naturalmente se le puede hallar en
productos carnicos, avicolas y lacteos, se consume como
alimento y pienso, y a que se han obtenido aditivos de grado
alimenticio de esta levadura (Madzak, 2015; Patsios et al.,
2020; Zinjarde, 2014).

5.1. Cepas, vectores, vias de secrecion y otros aspectos de
ingenieria metabolica

La mayoria de los trabajos de expresion heterdloga han
utilizado un numero limitado de lineas de cepas
endogamicas, entre las que destacan la cepa E129 y la serie
de cepas Pol (Pold, f, g y h). La cepa E129 (MatA, lys11-
23, leu2-270, ura3-302, xpr2-322) se produce a partir de
multiples cruces entre derivados de la cepa francesa de tipo
silvestre W29 (MatA) y la cepa estadounidense YB423-12
(MatB). La serie de cepas Pol se derivan tinicamente de W29
y no contienen el retrotransposon Ylt1 que estaba ausente en
esta cepa francesa de tipo silvestre. Pold (MatA, leu2-270,
ura3-302, xpr2-322) presenta altos niveles de secrecion,
delecion de proteasa extracelular alcalina (AEP, codificada
por el gen XPR2), auxotrofia por Leu- y Ura- no reversibles,
y produccion de invertasa recombinante (el alelo ura3-302
corresponde a la ruptura de URA3 por el gen SUC2 de
Saccharomyces cerevisiae bajo el control del promotor
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XPR?2) permitiendo utilizar sacarosa o melaza como fuente
de carbono. Las cepas Polf, Polg y Polh fueron suprimidas
para la proteasa extracelular acida (alelo axpl-2). Polg
también se equipd con una plataforma de acoplamiento
pBR322 (ura3-302::URA3:pBR322)  para  futuras
integraciones con vectores basados en pBR322 y retiene
unicamente la auxotrofia por Leu-. Polh fue modificada
mediante la conversion del gen LEU2 para retener solamente
la auxotrofia por Ura-. Todas estas cepas pueden ser
adquiridas en la Biblioteca de Levaduras CIRM-Levures del
INRA (https://www6.inrae.fr/cirm/Levures) y mediante el kit
de expresion YLEX™ que puede adquirirse en Yeastern
Biotech Co. (Taiwan) o Gentaur (Bélgica) (Madzak, 2015;
Zinjarde, 2014).

En el area de la transformacion de cepas, existen dos tipos de
vectores con los cuales se puede transformar levaduras. Los
primeros son los plasmidos episomales, también
denominados como “replicativos”; el segundo tipo se refiere
a los plasmidos que son linearizados con la intencion de
dirigir su integracion en un locus preciso del genoma de la
levadura, también conocidos como “integrativos”. Se sabe
que ninguna cepa de Y. lipolytica posee episomas naturales,
pero se han disefiado plasmidos replicativos que utilizan
Secuencias de Replicacion Autonoma / Centrémero (ARS /
CEN) cromosdmicas, las cuales son utiles cuando se requiere
de expresion transitoria; no obstante, su uso para la expresion
heteréloga se ve limitado por presentar un bajo ntimero de
copias (un promedio de uno a tres plasmidos por célula en
condiciones selectivas) y a su alta frecuencia de pérdidas. Al
respecto, los promotores inducibles ofrecen la ventaja de
regular la expresion génica como respuesta a la presencia de
determinadas moléculas quimicas, las cuales pueden
inducirla o reprimirla. Recientemente, se ha disefiado un
plasmido mejorado de ARS / CEN fusionando un promotor
corriente arriba de la region centromérica, aumentando asi el
numero relativo de copias en un 80% y proporcionando un
punto de partida para el desarrollo de plasmidos replicativos
mas potentes en esta levadura. Sin embargo, el uso de
vectores integrativos sigue siendo la estrategia preferida
empleada en la ingenieria de Y. lipolytica (Kim et al., 2014;
Liu et al., 2014; Madzak, 2015; Shen et al., 2012;).

Se ha reportado que este sistema eucariota es eficaz en la
secrecion de moléculas. Para dirigir una proteina heter6loga
a la via secretora de Y. lipolytica con el fin de obtener su
liberacion en el medio de cultivo, de dirigirla a microcuerpos
celulares como oleosomas o peroxisomas, O para su
exposicion en la superficie celular, se realiza una fusion
traduccional con un sefializador adecuado en la secuencia
madura de la proteina de interés; esto permite dirigir al nuevo
polipéptido a la via de secrecion celular. En general, la
secrecion de proteinas requiere de multiples etapas, e
involucran los procesos de transcripcion, traduccion,
translocacion, y de modificaciones postraduccionales
(plegamiento de proteinas, escision de péptidos, glicosilacion
adicional, clasificacion y finalmente secrecion). Al respecto,
se ha descrito que la sobreexpresion de factores de
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plegamiento (chaperonas), o de enzimas redox, pueden
mejorar la secrecion de proteinas en el reticulo
endoplasmico; ademds, previenen la acumulacion de
proteinas mal plegadas (Hou et al., 2012; Kim et al., 2014).
El direccionamiento de proteinas heterdlogas a peroxisomas
de Y. lipolytica se puede realizar mediante la fusion de una
sefial de direccionamiento peroxisomico (PTS) a su dominio
C terminal. El tripéptido AKI, considerado como un PTS de
consenso para los géneros relacionados Yarrowia 'y Candida,
se ha utilizado para dirigir una polihidroxialcanoato sintasa
bacteriana a los peroxisomas de Y. lipolytica, y el tripéptido
SKL, mas cercano al consenso PTS de S. cerevisiae, se ha
utilizado para dirigir a la proteina verde fluorescente (GFP) a
esta misma direccion (peroxisomas). Varias proteinas
heterologas se han dirigido a los oleosomas de Y. lipolytica'y
se han anclado en la superficie a través de la fusion al
dominio C terminal de una oleosina vegetal, una proteina
estructural incrustada en la membrana fosfolipidica de los
oleosomas de las plantas (Haddouche et al., 2010; Madzak,
2015; Xue et al., 2013).

Algunos estudios reportan que los terminadores en los
sistemas fingicos pueden mejorar la produccion de proteinas
a partir de las transcripciones y pueden aumentar la
abundancia de enzimas. Aunque los terminadores no se han
caracterizado completamente para Y. lipolytica, los disefios
sintéticos para S. cerevisiae siguen siendo funcionales en esta
levadura, y en comparacion con los terminadores endogenos
comunes presentan una mejora del 70% en la expresion
génica (Curran et al., 2015; Ito et al., 2013).

6. La globulina 11s de Amaranthus hypochondriacus
L. como proteina funcional

La nutricién y el estilo de vida de los individuos juegan un
papel importante en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares como la hipertension. De esta enfermedad
se derivan otros padecimientos como la enfermedad
coronaria, la enfermedad arterial periférica, la enfermedad
renal en etapa terminal, y el accidente cerebrovascular. Se
reporta que en el 2010 aproximadamente un billén de
personas alrededor del mundo padecian hipertension, y se
estim6 que para el 2025 la cifra se haya incrementado en un
60% (Glasser, 2001; Madureira et al., 2010; Nakahara et al.,
2010). Los farmacos hipotensores producidos quimicamente
para el tratamiento y prevencion de la hipertension, captopril,
propranolol y losartan, provocan efectos secundarios como
tos seca, alteraciones del gusto, erupciones cutineas y otras
disfunciones en los 6rganos humanos (FitzGerald y Meisel,
2000). En ese marco, se sabe que algunas proteinas presentes
en alimentos como la leche, huevo, pescado, y en muchas
plantas ejercen actividad antihipertensiva, y son
coadyuvantes en la prevencion y tratamiento de estos
padecimientos, lo cual ha llamado la atencion de los
investigadores. Estas proteinas nutracéuticas contienen
péptidos bioactivos que se encuentran dentro de la secuencia
de aminoacidos que las conforman y pueden ser liberados en
el cuerpo por medio de la protedlisis enzimatica durante la
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digestion gastrointestinal, en donde una vez libres actian
como compuestos reguladores con actividad similar a la de
las hormonas. Gracias a su potencial para mejorar la salud,
los péptidos bioactivos son atrayentes para utilizarse como
componentes en alimentos funcionales, aunado al hecho de
que representan una alternativa menos costosa y mas
saludable que el uso de farmacos, debido a que no conllevan
al desarrollo de efectos secundarios (Erdmann et al., 2008;
Hong et al., 2008). Se ha descrito que el dipéptido Val-Tyr
(VY) ademas de ser facilmente absorbido por el torrente
sanguineo, ha demostrado poseer actividad antihipertensiva
en diversos estudios realizados con ratones y humanos; asi
también los tripéptidos Ile-Pro-Pro (IPP) y Val-Pro-Pro
(VPP). A este respecto, las semillas del amaranto (4.
hypochondriacus L.) son consideradas una excelente fuente
de proteinas debido a su composicion equilibrada de
aminoacidos esenciales como la lisina (3.7 - 7.6%) y de
aminoacidos azufrados (3.1 - 7.1%), ademas de ser fuente de
minerales, calcio, hierro, fosforo, acido folico y vitaminas A,
B1, B2, B3y C (Valdez-Ortiz et al., 2005). Se ha descrito que
la subunidad &cida de la amarantina (una proteina de
almacenamiento de tipo globulina con un coeficiente de
sedimentacion 11.9S) posee potencial como proteina
funcional y nutracéutica para suplementar alimentos debido
a que su composicion de aminoacidos esta cerca del balance
optimo requerido en la dieta humana, ademas de poseer una
notable estabilidad térmica y propiedades emulsionantes.
Esta globulina 11S o amarantina es una molécula
homoexamera con una masa molecular de 398 KDa, una
porcion denominada proamarantina de 50-52 KDa, y dos
subunidades similares a los disulfuros, la subunidad acida de
32-34 KDa y la subunidad basica de 22-24 KDa; dicha
proteina ha sido expresada en diferentes sistemas, como
Escherichia coli, ademas de plantas de maiz y semillas de
tabaco transgénico, obteniendo un notable mayor
rendimiento que en el sistema nativo y sin reacciones
alérgicas. Recientemente, algunas investigaciones se han
enfocado en mejorar las propiedades nutracéuticas y
funcionales de la globulina 11S, mediante la insercion de
genes que codifican péptidos con actividad antihipertensiva.
Castro-Martinez et al. en el 2012 realizaron un trabajo
durante el cual modificaron la estructura de la globulina 11S
en su tercera region variable, expresando cuatro dipéptidos
Val-Tyr colocados en tindem, ademas de agregar el
oligopéptido Arg-Ile-Pro-Pro en la region C-terminal, al
mismo tiempo que ensayaron con variables como la
temperatura, velocidad de agitacion y oxigenacion,
obteniendo una producciéon méaxima de 99 mg de proteina
modificada/L, cantidades mayores a las obtenidas en cultivo
en matraces pero con menor estabilidad que la proteina no
modificada. Como dato adicional, se reporta que existe poca
informacion documentada acerca de parametros eficientes a
escala de biorreactor para la produccion de amarantina
(Castro-Martinez et al., 2012; Luna-Suarez et al., 2008, 2010;
Medina-Godoy et al., 2004; Muhammad et al., 2020; Nielsen
et al., 1995).
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7. Perspectivas y principales retos

A pesar de los avances logrados en la ingenieria aplicada en
levaduras, se han reportado algunas limitantes durante el
proceso de produccion de proteinas heterdlogas, lo cual
supone un area de oportunidad para desarrollar nueva
investigacion; tal es el caso de la propension de esta levadura
por la union de extremos no homologos NHEJ (Non-
homologous end-joining), un mecanismo de reparacion del
ADN en donde las aberturas de doble hebra se ligan
directamente, sin un donante de homologia, lo que complica
las integraciones especificas. Otro ejemplo son los sistemas
de plasmidos episomales relativamente inestables. Es por
ello que uno de los principales desafios por superar se centra
en mejorar la eficiencia de transformacion. La posibilidad de
aumentar y/o ajustar la expresion génica es crucial tanto para
la produccion de proteinas heterélogas como para la
ingenieria metabdlica en si. Una desventaja adicional surge
de la naturaleza dimorfica de Y. lipolytica, lo cual puede
conducir a dificultades en el bioprocesamiento,
especificamente cuando las células son filamentosas, aunque
los estudios han demostrado formas de limitar el crecimiento
a la forma de levadura. No obstante, las dificultades de la
eficiencia de biotransformacion en esta levadura pueden ser
superadas mediante el empleo de las nuevas herramientas y
tecnologias de ultima generacion de la ingenieria genética,
como el sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats: repeticiones palindromicas
cortas agrupadas regularmente interespaciadas), emparejadas
con la endonucleasa Cas9, que permiten la edicion dirigida
del genoma mediante la integracion de un ARN guia para
inducir una ruptura de doble hebra DSB (Double Strand
Break) en un locus especifico y sin la necesidad de utilizar
marcadores (Bilal et al., 2020; Markham y Alper, 2018;
Schwartz et al., 2016; Swietalski et al., 2020; Timoumi et al.,
2018; Wagner y Alper, 2016). El desarrollo relativamente
reciente de este y otros sistemas emergentes permiten usar a
Y. lipolytica como levadura de ensamblaje, lo que aumenta
sus posibilidades de uso en diversas aplicaciones, como
biocatalisis o bioconversion inmovilizada, desarrollo de
biosensores y vacunas vivas, o deteccion de alto rendimiento
de nuevas actividades enzimaticas. La capacidad de las
levaduras para ensamblar y mantener genomas bacterianos
completos demuestra que tienen las herramientas y la
capacidad para el alojamiento de grandes redes sintéticas,
pero todavia falta estudiar la respuesta celular al estrés de la
sobreproduccion de proteinas heterdlogas. Los programas de
biologia sintética existentes ya ofrecen caracteristicas para la
optimizacion automatica mediante el uso de codones de
genes heterdlogos, y esquemas de ensamblaje de ADN. Para
los disefios futuros en biologia sintética de levadura, sera
crucial comprender, cuantificar y modelar los limites de
capacidad de la célula nativa. El desarrollo de plataformas de
alto rendimiento permitira el uso de esta levadura para la
produccion y analisis estructural de proteinas, lo que a su vez
posibilitara un mejor uso de Y. lipolytica como fabrica
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celular, y como microorganismo genéticamente modificado
(GMM) que sea plenamente aceptado socialmente para
aplicaciones en el ambito medioambiental y en la industria
de alimentos destinados a humanos (aunque existe
informacion publicada sobre los aspectos basicos y aplicados
de esta levadura, hace falta una revision extensa de las
aplicaciones relacionadas con la alimentacion). Por ultimo,
las lecciones aprendidas en el desarrollo de estas nuevas
herramientas para Y. lipolytica conducirdn a metodologias
que se pueden aplicar a otras levaduras oleaginosas
prometedoras, como Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium
toruloides y Trichosporon oleaginosus (Blount et al., 2012;
Madzak, 2015; Markham y Alper, 2018; Wagner y Alper,
2016; Zinjarde, 2014).

8. Conclusion

El modelo de estudio Yarrowia lipolytica ha contribuido
fuertemente en el conocimiento y aplicacion de los avances
tecnologicos y funcionales de la ingenieria metabolica para
la produccion de proteinas heterdlogas. La globulina 11S de
Amaranthus hypochondriacus L. es una proteina con
potencial para la elaboraciéon de productos alimenticios
debido a sus bondades nutracéuticas y a su posible uso como
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades como la
hipertension; no obstante, aun quedan aspectos por mejorar
durante el proceso de produccion de estas proteinas:
aumentar la eficiencia de transformacion de las cepas
recombinantes, desarrollar nuevas posibilidades de uso de Y.
lipolytica (por ejemplo, para la expresion de nuevas
moléculas), la caracterizacion de genes, el estudio y
desarrollo de cepas sobreproductoras, y sobre como incluir
todas sus cualidades metabolicas en nuevos modelos de
estudio o en una sola cepa sin comprometer la supervivencia
de la célula en el proceso, ademas de realizar una revision
mas detallada sobre las aplicaciones de esta levadura en el
campo de la industria alimentaria y que refuerce su uso
seguro para la elaboracion de productos destinados al
consumo humano (como suplementos y probidticos, entre
otros).
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Resumen

Jatropha curcas L. es una planta de la familia Euphorbiaceae cuyas semillas poseen alto contenido de
aceite, el cual representa una fuente de energia alternativa. Ademas, es de rapido crecimiento y se adapta
a diversas condiciones ambientales. Dado que la hoja es el drgano responsable de funciones vitales que
determinaran la vida y productividad de la planta, comprender los mecanismos moleculares involucrados
en el desarrollo foliar, permitira el desarrollo de métodos adecuados para optimizar su produccion y
mejorar su resistencia en diferentes condiciones ambientales. A continuacion, se abordaran aspectos
moleculares involucrados en el desarrollo de las hojas de J. curcas. La formacion de los primordios
foliares inicia en los laterales del meristemo apical del brote (por sus siglas en inglés, SAM),
posteriormente se establecen los ejes abaxial-adaxial, proximal-distal, medio-lateral, y finalmente el
crecimiento intercalar. Esta revision estd enfocada en los procesos iniciales de la formacion de las hojas.
Entre los genes involucrados en dichos procesos descritos para J. curcas se encuentran, WUS, CLV1,
CLV3, ARF y KNOXI (STM, KNAT1/2/6), KNOXI (STM, KNAT1/2/6), AS1/2, CUC, BOP, LOB,
PIN1, miR164 y GA200X, YAB (YAB1/2/3/5, CRC), HDZIPIII (PHB, REV, ATHBS, ATHB15), ZPR,
SDN, miR166, AGO1/7/10 y SDN3/5, los cuales son abordados en distinto grado.

Genes involved in leaf development of Jatropha

curcas

Abstract

Jatropha curcas L. is a plant from the Euphorbiaceae family whose seeds have a high oil content, which
represents an alternative energy source. In addition, it is fast growing and adapts to various environmental
conditions. Because the leaf is the organ responsible for vital functions that will determine the life and
productivity of the plant, understanding the molecular mechanisms involved in leaf development will
allow the development of appropriate methods to optimize its production and improve its resistance in
different environmental conditions. Next, molecular aspects involved in the development of J. curcas
leaves are addressed. The formation of leaf primordia begins on the sides of the shoot apical meristem
(SAM), subsequently the abaxial-adaxial, proximal-distal, medio-lateral axes and finally intercalary
growth are established. This review focuses on the initial processes of leaf formation. Among the genes
involved in these processes described for J. curcas are WUS, CLV1, CLV3, ARF and KNOXI (STM,
KNAT1/2/6), KNOXI (STM, KNAT1/2/6), AS1/2, CUC, BOP, LOB, PIN1, miR164 and GA200X,
YAB (YAB1/2/3/5, CRC), HDZIPIII (PHB, REV, ATHBS, ATHB15), ZPR, SDN, miR166, AGO1/7/10
and SDN3/5, which are addressed at different level.
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1. Introduccion

La hoja es el organo responsable de la fotosintesis,
respiracion, regulacion de la temperatura, sobrevivencia y
productividad de la planta, ademas, contribuyen al flujo de
nutrientes y a su estado nutricional (Jiajia et al., 2020;
Omidbakhshfard et al., 2018). Estudios realizados en
diversas plantas demuestran que el area foliar, la forma de las
hojas y la tasa de fotosintesis son determinantes en la
productividad. En este sentido, Jiajia et al. (2020) reportaron
que una hoja con forma “ideal” puede mejorar
significativamente la produccion de arroz. Ademas, el area
de las hojas puede ser un parametro para predecir de manera
parcial el crecimiento general de la planta (Weraduwage et
al., 2015). Koester et al. (2014) reportan que mejorando la
captura de luz a través de la hoja se puede influir de manera
positiva en el rendimiento de los cultivos. Por otro lado, en
alamos, se reportd que los clones de mejor desempefio
(Raspalje y Beaupr¢) fueron aquellos con hojas mas grandes,
alto indice de area foliar y altas tasas de fotosintesis (Barigah
et al., 1994). Por lo tanto, comprender el origen y formacion
de las hojas permite la posibilidad de mejorar los cultivos,
optimizar la productividad de la planta y aumentar la
resistencia a las condiciones ambientales.

Las plantas expresan hojas de diferentes formas y tamafios
(Hajheidari et al., 2019; Zhang et al., 2020), a pesar de ello
muestran patrones comunes en las redes de genes
involucradas en cada etapa del desarrollo. Este proceso de
desarrollo se ajusta segun la especie, la etapa y las
circunstancias ambientales (Li et al., 2020; Vasco y
Ambrose, 2020). El desarrollo de la hoja en plantas
dicotiledéneas es un proceso que involucra interacciones
complejas, una multitud de vias reguladoras genéticas,
hormonales, nutricionales y fisicas como la luz y la
temperatura (Brunkard et al., 2020; Muszynski et al., 2020;
Schenkels et al., 2020; Testone et al., 2019). La mayoria de
la informacion disponible sobre los mecanismos moleculares
involucrados en la formacion de las hojas esta centrada en la
planta modelo Arabidopsis thaliana y es escasa en otras
especies, mas aun en especies lefiosas como Jatropha curcas.
Jatropha curcas es un arbol perenne de la familia
Euphorbiaceae. Es nativa de Mesoamérica y actualmente
cultivada en regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Adriano-Anaya et al., 2016; Kumar et al., 2017; Ovando-
Medina et al., 2011). Sus semillas representan una fuente de
energia alternativa prometedora debido a su alto contenido
de aceite, ademas la planta es de rapido crecimiento y se
adapta a diversos ambientes (Ha et al., 2019). J. curcas atin
estd en proceso de domesticacion y muchos aspectos de su
biologia de desarrollo y de los mecanismos moleculares
implicados en ello no han sido del todo estudiados. Las
caracteristicas del desarrollo vegetativo son importantes para
la productividad de las plantas y, se ha reportado alto nivel
de variacion genética en los rasgos vegetativos de accesiones
de J. curcas; entre ellos el area foliar, peso de la hoja, tasa de
fotosintesis y altura de la planta, siendo las accesiones
centroamericanas las que presentan niveles mas altos de
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variacion genética (Montes Osorio et al., 2014; Saadaoui et
al., 2015).

Como antes se menciond, la informacion respecto al
desarrollo foliar de J. curcas es escasa, y la informacion
disponible sobre los genes involucrados en el desarrollo
foliar de A. thaliana que ha sido descritos en J. curcas, esta
enfocada principalmente en el papel de estos en el
florecimiento. La formacion de los primordios foliares inicia
en los laterales del meristemo apical del brote (por sus siglas
en inglés, SAM), posteriormente se establecen los ejes
abaxial-adaxial, proximal-distal, medio-lateral, y finalmente
el crecimiento intercalar. Por ello el objetivo de esta revision
es discutir la regulacion de los genes involucrados en la
iniciacion, y el establecimiento de los ejes abaxial-adaxial, y
proximal-distal del desarrollo de las hojas con enfoque en J.
curcas.

2. Meristemo Apical del Brote (SAM)

Los 6rganos y tejidos de las plantas, se producen a partir de
células madre pluripotentes ubicadas en las puntas de
crecimiento, es decir, en SAM y en el meristemo apical de la
raiz (por sus siglas en inglés, RAM) (Li et al., 2017; Wein et
al., 2020). E1 SAM, es la fuente de todos los 6rganos de la
superficie, mientras que, del RAM, se forman los 6rganos
subterraneos. SAM contiene células pluripotentes que se
dividen mitoticamente, pequefias y casi esféricas, con un
citoplasma denso y relativamente pocas vacuolas pequefias
(Dolzblasz et al., 2018; Kosentka et al., 2019)

El SAM tiene forma anticlinal, y estd estructurado en
diferentes zonas (Figura 1), zona central (CZ), zona
periférica (PZ), centro organizador (OC), zona de costillas
(RZ) y capas celulares (L1-L3) (Mandel et al., 2016; Swid et
al., 2018). En CZ la division celular es menos frecuente, y
actia como un conjunto de células indeterminadas e
indiferenciadas. En PZ las células se dividen con mayor
frecuencia y se incorporan a los primordios de las hojas. En
RZ se forma el cuerpo del tallo. La capa mas externa (L1),
comprende células epidérmicas que se dividen solo
anticlinalmente, ademas, sirve como conducto para el
transporte de auxinas y para que los patrones filotacticos se
formen (Mandel et al., 2016). Las células de las capas
internas L2 y L3 se dividen tanto anticlinal como
periclinalmente y dan lugar a los tejidos internos de las hojas
y el tallo (Alvarez et al., 2016).

A nivel de regulacion genética en SAM, se sabe que en
Arabidopsis, los genes de la familia WUSCHEL (WUS) se
expresan en el OC, regulando la generacion de células madre
en los meristemos del brote y las flores. La proteina WUS se
mueve de manera simplastica a través de plasmodesmos
hacia el dominio suprayacente (la CZ) para encausar el
destino de las células madre (Gaillochet y Lohmann, 2015).
WUS promueve la actividad de las células madre, sin
embargo, CLAVATA3 (CLV3) la suprime. El mecanismo
implica que WUS activa directa o indirectamente la
transcripeion del gen que codifica CLV3, este péptido corto
que es reconocido en el medio extracelular por CLAVATA1
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(CLV1) /CLAVATAZ2 (CLV2) envia sefiales al promotor de
WUS para reprimir su transcripcion. A su vez, CLV3,
Homeodominio-Leucina Zipper Clase III (HDZIP III) y
ERECTA (ER) regulan el tamafio, la organizacion y la
morfologia del meristemo. CLV3 restringe la expansion del
meristemo a lo largo del eje apical-basal, mientras que las
vias de HDZIPIII y ER restringen la expansion lateral del
meristemo (Mandel et al., 2016). Se ha reportado que las
fitohormonas auxinas y citoquininas juegan un papel
determinante en la proliferacion y diferenciacion celular
(Skoog y Miller, 1957; Zhao et al., 2010). El dominio de
sefalizacion de citoquinina abarca el OC y las capas de
células vecinas, donde la citoquinina promueve la expresion
de WUS (Snipes et al., 2018).

Figura 1. Estructura del meristemo apical del brote (SAM).

KNOXI (KNOTTED-LIKE HOMEOBOX Class I) es una
familia de genes reportada en A. thaliana que incluye:
SHOOTMERISTEMLESS (STM), BREVIPEDICELLUS
(BP, también conocido como KNATI), KNOTTEDI-like
Arabidopsis thaliana 2 (KNAT2) y KNAT6 (Hay y Tsiantis,
2010). Las células madre se mantienen en un estado
indiferenciado en todo el SAM por la actividad de KNOXI
STM. Ademas, la senal CLV3 también se transmite a través
de la actividad cooperativa del complejo proteico del receptor
CLV2/CORYNE (CRN)y a través de la RECEPTOR-LIKE
PROTEIN KINASE 2 (RPK2), que en conjunto delinean tres
vias paralelas que median la comunicacion de CZ a OC
(Gaillochet y Lohmann, 2015). Se sabe que KNOXI STM
regula la produccion de citoquininas activando la expresion
de ISOPENTENYL-TRANSFERASE (IPT7). A su vez,
WUS facilita la sefializacion de citoquininas reprimiendo
directamente la expresion de Type-A ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOR (ARR), ARR7 y ARR15 (Adibi
et al.,, 2016; Gaillochet et al., 2015), mientras que ARR7
actia como un regulador negativo de la sefializacion de
citoquininas (Lee et al., 2008).

La sinergia de la auxina con la citoquinina promueve la
actividad de las células madre en el centro del meristemo para
equilibrar la formaciéon de organos con la actividad
pluripotente. Las sefiales de auxina a través del factor de
transcripcion (FT) de AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF)
y MONOPTEROS (MP) reprimen directamente la expresion
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de ARR7 y ARR15, mejorando asi la salida de sefializacion
de citoquininas y por lo tanto la expresion de WUS
(Gaillochet y Lohmann, 2015) (Figura 2).

CLV

I ARF
KNOXI W*JS\ l
"jn 5 CK+———ARR7/15
T

MP

Figura 1. Redes en SAM. Regulacion positiva (—). Regulacion

negativa (—|—).

3. Iniciacion de la formacion de la hoja

Las células que se convertiran en hojas se aglomeran en PZ.
Posteriormente se originan los primordios foliares (P1, P2,
P3, segin vayan origindndose). Después comienza el
crecimiento y se establecen los ejes Abaxial-Adaxial y
Proximal-Distal. Luego inicia el crecimiento de la lamina de
la hoja en los ejes medio-lateral. Finalmente ocurre el
crecimiento intercalar multiples direcciones por toda la hoja.
Estos son los pasos del desarrollo de la hoja en dicotiledoneas
y puede variar dependiendo de la especie (Du et al., 2018; Li
et al., 2017; Merelo et al., 2017; Swid et al., 2018)

Los méaximos de auxina (“Aux”, en la Figura 3) determinan
los sitios de iniciacion del primordio en los laterales del
SAM. Ademas, la capa L1 permite el transporte de auxinas y
que los patrones de filotaxis se formen en la superficie del
SAM (Mandel et al., 2016). PAT (Polar Auxin Transport)
establece los maximos de auxina mediante las proteinas
transmembranales PINFORMED1 (PIN1), las cuales tienen
un papel crucial en el transporte polar de auxinas
(Adamowski y Friml, 2015), solo las células PZ que se
superponen con los méaximos periddicos de auxina estan
designadas para convertirse en hojas.

El aumento en la concentracion de auxina reprime los genes
KNOX]I, lo cual induce el crecimiento de los promordios (Du
et al., 2018; Fritz et al., 2018). El mantenimiento del estado
reprimido de los genes KNOXI en el primordio de la hoja
depende de los factores de transcripcion del dominio ARP
MYB, que reciben el nombre de ASYMMETRIC LEAFI
(AS1) en Arabidopsis, ROUGH SHEATH?2 (RS2) en maiz y
PHANTASTICA (PHAN) en Antirrhinum (Byrne et al.,
2000; Timmermans et al., 1999; Tsiantis et al., 1999).

Otras fitohormonas estan relacionadas con el desarrollo de
las hojas. Las Citoquininas (CK) son hormonas vegetales con
funciones en el desarrollo, la resistencia al estrés (Antoniadi
et al., 2020), ademas de tener un importante papel durante la
iniciacion foliar y el mantenimiento de SAM (Gordon et al.,
2009; Kurakawa et al., 2007; Werner et al., 2003). La
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especificacion de la iniciacion foliar implica equilibrio y
retroalimentacion entre auxinas y citoquininas (Bar y Ori,
2014). El gen IPT7 (ISOPENTENYL-TRANSF+ERASE 7)
esta involucrado en la biosintesis de citoquinas (Yanai et al.,
2005). En A. thaliana, KNOXI regula positivamente a IPT7
dando como resultado la expresion de las CK. Esta via es
dependiente de KNOXI, aunque puede haber otras vias
independientes de KNOXI.

Las giberelinas (GA) son fitohormonas que influyen en el
crecimiento de la planta, y hay evidencias de su participacion
en el desarrollo de las hojas (Claeys et al., 2014).
GIBBERELLIN 20-OXIDASE 1 (GA200x1, también
conocido como ATGA200X1), gen de biosintesis de GA,
codifica GIBBERELLIN 20-OXIDASE (GA20o0x), una
enzima responsable de la biosintesis de la GA (Nam et al.,
2017). KNOXI inhibe directamente el gen de biosintesis
GA200x1, para reducir los niveles de GA, y en otra via, de
manera indirecta, activa el gen catabolico GA2ox1
(GIBBERELLIN 2-OXIDASE 1) (Bolduc y Hake, 2009). La
familia GA20x en A. thaliana, contiene al menos cuatro
genes: ATGA20X1, ATGA20X2, ATGA20X3 vy
ATGA20X4. ATGA20X2 y ATGA20X4 se expresan en la
base de SAM y en los primordios foliares en desarrollo.
KNOXI, regula negativamente la sintesis de GA, a través de
la actividad de las CK. Como se describe previamente, el
complejo KNOXI STM induce la biosintesis de CK, las
cuales son necesarias para activar la expresion de
ATGA20X2 (Jasinski et al., 2005).

Otros elementos involucrados en la regulacion del desarrollo
foliar son los micro-RNA (miRNA), pequeiios RNA de
aproximadamente 21nt que regulan la expresion génica a
nivel post-transcripcional (Zeng et al., 2009). El gen miR164
codifica un microRNA, que entre otras funciones, se dirige a
CUC2 para modular el dentado del margen de la hoja
(Nikovics et al., 2006). La familia de genes CUC (CUP-
SHAPED COTYLEDON) incluye a CUC1, CUC2 y CUC3.
CUC2 también se expresa en el limite entre SAM y los
primordios foliares. KNOXI mediante STM activa
directamente la expresion de CUCI1 (Hibara et al., 2003;
Ishida et al., 2000; Spinelli et al., 2011; Takada et al., 2001).
Tanto CUC1 y CUC2, son regulados negativamente por
miR164. Se sugiere la posibilidad de que KNOXI y CUC se
retroalimenten entre si (Du et al., 2018)

El gen LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) codifica
el FT LOB que establece el limite entre SAM y los 6rganos
laterales iniciadores. LOB es regulado positivamente por el
complejo AS1/2 (ASYMMETRIC LEAVES 1/2) (Bell et al.,
2012; Shuai et al., 2002). Del mismo modo, BOP1/2
(BLADE ON PETIOLE 1/2) regula positivamente a LOB al
inducir su transcripcion (Ha et al., 2007). BOP1, un gen que
codifica una proteina de dominio BTB (Broad-
Complex/Tramtrack/Bric-a-brac) /POZ (Pox virus/Zinc
finger) con repeticiones de Anquirina, se expresa en el
primordio de la hoja joven. Ademas, transcripciones de
BOP1 se han localizado en la base de los cotiledones en
desarrollo cerca del SAM (Ha et al, 2004). BOP2
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interacciona y parece ser genéticamente redundante con
BOP1, en conjunto regulan la morfogénesis de la hoja, la flor
y el fruto (Hepworth y Pautot, 2015; Khan et al., 2014).
KNOXT esta involucrado con BOP y AS1/2 en un circuito de
retroalimentacion negativa. KNOXI STM, es regulado
negativamente por BOP1/2 (Ha et al., 2003), y su vez, este
reprime la expresion de BOPI1/2 para establecer un
meristemo apical de brote embrionario funcional (Jun et al.,
2010). Por otro lado, BOP1/2 induce la transcripcion de AS2
(Jun et al., 2010), lo que permite la formacion del complejo
AS1/AS2 el cual reprime la expresion de KNOXI (KNATI y
KNAT2) (Guo et al, 2008; Machida et al., 2015).
Finalmente, KNOXI STM regula también negativamente a
ASI1(Byrne et al., 2000, 2002; Scofield et al., 2013).
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Figura 2. Regulacion de la iniciacién de la formacion de la hoja.
Regulacion positiva (—). Regulacion negativa (—|—).

4. Establecimiento de los ejes Adaxial-Abaxial

El establecimiento de los ejes Adaxial-Abaxial inicia con la
separacion de los primordios del SAM. La regiéon mas
cercana a SAM se denomina adaxial y se convertird en la
parte superior de la hoja y la mas alejada se denomina abaxial
y se convertird en la parte inferior de la hoja. Las
interacciones entre los genes que regulan los patrones
Adaxial-Abaxial estan descritas de la siguiente manera: el FT
HDZIPIII promueven el destino de las células adaxiales, y
los FTs KANADI (KAN) y YABBY (YAB) promueven el
destino de las células abaxiales (Fritz et al., 2018; Satterlee y
Scanlon, 2019; Yang et al., 2019).

HDZIPIII contiene 5 genes en Arabidopsis: PHABULOSA
(PHB), PHAVOLUTA (PHV), REVOLUTA (REV),
ARABIDOPSIS THALIANA HOMEBOX 8 (ATHBS) y
ATHBI15 (también conocido como CORONA <CNA>).
PHB, PHV y REV pertenecen a un grupo que se expresa en
el dominio adaxial de los primordios foliares en desarrollo,
en la zona central de la SAM y en el polo xilema de la
vasculatura, mientras que ATHB8 y ATHBI15 se expresan
exclusivamente en tejidos vasculares (Yamaguchi et al.,
2012). Los miR165/166 interacciona con ARGONAUTE 10
(AGOI10) y como resultado regulan de manera negativa la
transcripcion de HDZIPIII (PHV, PHB y REV) (Emery et al.,
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2003; Tatematsu et al., 2015; Zhou et al., 2015). Los
miR165/166 se expresan en el dominio abaxial de la hoja,
mientras que los genes de ARGONAUTE 1 (AGO1), AGO7
y AGO10 se expresan en el lado adaxial de la hoja. Tanto
AGO1 y AGOI10 tiene afinidad de uniéon a miR165/166, sin
embargo, AGO10 tiene mayor afinidad. AGO7 actua de
manera sinérgica con AS2 para promover el destino de las
células adaxiales. El equilibrio de miR165/166 se mantiene
por medio de la actividad degradadora de SMALL RNA
DEGRADING NUCLEASE 1 (SDN1) y SMALL RNA
DEGRADING NUCLEASE 2 (SDN2). Por otro lado,
HDZIPIII también es reprimido por las proteinas LITTLE
ZIPPER (ZPR), las cuales se localizan en la zona adaxial de
los primordios foliares (Fritz et al., 2018; Satterlee y Scanlon,
2019; Yang et al., 2019).

La identidad de la zona abaxial es establecida por los genes
KAN y YAB. YAB es una familia de genes que incluye al
menos seis miembros: YABI (<AT2G45190> también
conocida como ABNORMAL FLORAL ORGANS <AFO>,
o FILAMENTOUS FLOWER <FIL>), YAB2, YAB3,
YABS, INO (INNER NO OUTER) y CRC (CRABS CLAW)
(Bowman, 2000; Siegfried et al., 1999). Los genes YAB
tienen un papel importante en el inicio y desarrollo de las
hojas y los organos derivados de las hojas en diversas
angiospermas. Suprimen la expresion de genes especificos de
meristemas en los primordios de las hojas, regulan el
establecimiento de la polaridad abaxial-adaxial de las hojas,
el inicio del meristemo marginal y la diferenciacion del
floema en las venas de las hojas, por ejemplo, YAB1/2/3/5
marca el dominio abaxial de la hoja en desarrollo (Romanova
et al., 2021). Ademas, YABI regula positivamente a KAN1,
ARF4 y AS1 (Bonaccorso et al., 2012). YAB1/3 es regulado
negativamente por BOP1/2 (C. M. Ha et al., 2010). También
se observa regulacion positiva por parte de KAN al activar a
YAB (Chitwood et al., 2007; Yamaguchi et al., 2012; Yang
etal., 2018).

KAN es miembro de la familia GARP de factores de
transcripeion, y es clave para la formacion del meristemo, la
identidad abaxial y el crecimiento de las hojas en 4. thaliana
(Huang et al., 2014). KAN tiene cuatro paralogos (KAN1-4)
en A. thaliana, aunque KANI y KAN2 intervienen
especificamente para determinar la polaridad abaxial de la
hoja, los cuatro estan involucrados en la determinacion
adecuada de la polaridad de los 6rganos (Zumajo-Cardona et
al., 2019). KAN interacciona con HDZIPIII y AS1/2 y en
ambos casos la interaccion es una retroalimentacion negativa.
KAN restringe la expresion de AS2 al dominio adaxial a
través de una interaccion represiva directa (Ram et al., 2020;
Zumajo-Cardona et al., 2019). KAN restringe a los FT
HDZIPIII (PHB, PHV y REV) (Emery et al., 2003). La
interaccion de KAN y AS1/2 interviene en la polaridad de la
hoja.

AS1/2 reprime a KAN2, ARF3/4, YABS y a miR166a
(Husbands et al., 2015; Iwakawa et al., 2007; Iwasaki et al.,
2013). Ademas, AS1/2 activa indirectamente a miR390 para
reprimir a ARF3/4 (Iwasaki et al., 2013). miR390 tiene como
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objetivo TAS3 (trans-acting small interfering RNA3); la
expresion de TAS3 resulta en la biogénesis de tasiRNA
(trans-acting small interfering RNA), a su vez, tasiRNA
regula negativamente a ARF3/4 para regular la identidad
abaxial de la hoja (Allen et al., 2005; Husbands et al., 2015;
Luong et al., 2018; Machida et al., 2015; Matsumura et al.,
2016; Pekker et al., 2005).

La hormona vegetal auxina est4 involucrada en patrén de las
hojas a lo largo del eje adaxial-abaxial. KANTI es un represor
transcripcional que regula la biosintesis, transporte y
sefalizacion de la auxina. Los genes relacionados con
auxinas estan regulados por KAN1 y REV. REV activa los
genes relacionados con la auxina inicialmente y KANI1
funciona de manera antagonica a REV en la regulacion de un
grupo comun de objetivos (Huang et al., 2014; Merelo et al.,
2017; Ram et al., 2020) (Figura 4.)
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Figura 3. Establecimiento de los ejes adaxial- abaxial. Regulacion

positiva (—). Regulaciéon negativa (—|—). Regulacién positiva
indirecta (---P>)

5. Genes involucrados en el desarrollo foliar de
Jatropha curcas

En este sentido, la informacion hasta ahora conocida de lo
que sucede en J. curcas aun es escasa. Zhang et al. (2014),
identificaron en J. curcas, la expresion génica de supuestos
DEGs (Differentially expressed genes) en hojas, los cuales
podrian estar involucrados en el desarrollo foliar: ARF,
Receptor protein kinase CLAVATAL precursor, KNAT,
YAB2, ARFIAA1, ARF4, Auxin-responsive protein [AA27,
homeobox protein y homeobox transcription factor.

Por su parte, Wang et al. (2012) aislaron 52 miRNA
(JeumiR001-JcumiR052) de hojas y semillas en J. curcas.
Seis resultaron homoélogos de miRNA ya conocidos,
mientras que 46 fueron novedosos. De estos, 24 fueron
detectados exclusivamente en hojas. Uno de los objetivos
identificados de JcumiR004, es el gen homodlogo ARF7.
Ademas, se encontré que JcumiR004 puede afectar la
composicion del aceite de la hoja de J. curcas (Wang et al.,
2012). Dado que el principal interés en esta planta es la
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calidad y cantidad de aceite que produce y que pudiera
utilizarse en la generacion de biocombustibles, resulta
interesante investigar qué genes regulados por JcumiR004
podrian estar involucrados tanto en el desarrollo foliar como
en la composicion del aceite.

Sun et al. (2017), reportaron que JcARF19 esta presente en
J. curcas y es un modulador positivo en sentido ascendente
en la sefializacion de auxinas y ademas puede controlar el
tamafio de los o6rganos de la planta. Plantas tratadas con
agrobacterias que contenian vectores VIGS de JcARFI19
expresaron hojas nuevas mas pequefias y distintas que las
plantas control. También determinaron que JcARF19 era
esencial para el proceso adecuado de transduccion de sefales
mediado por auxinas en las células foliares de Jatropha. Es
importante destacar que la sobreexpresion transgénica de
JcARF19 aument6 significativamente el tamafio de la semilla
y el rendimiento de la semilla en plantas de 4. thaliana 'y J.
curcas (Sun et al., 2017).

Zeng et al. (2009), reportaron 23 familias de miRNA que
estan involucradas en el desarrollo de 4 especies de
Euphorbiaceae (Ricinus communis, Jatropha curcas,
Manihot esculenta y Hevea brasiliensis). Los miRNA
relacionados con la sefializacion de auxinas (familias
miR160, miR164 y miR167) intervienen en la morfologia
floral y foliar, asi como en la formacioén de raices y brotes.
miR164 tiene funciones en la formaciéon de limites de
organos/iniciacion del meristemo apical del brote (SAM).
miR165/166 regula la polaridad de los 6rganos. miR172 y
miR159 juegan un papel en la identidad del 6rgano floral y
el desarrollo reproductivo y miR319 esta relacionado con la
formacioén de hojas arrugadas. Recientemente, Tang et al.
(2020) identificaron 12 genes WOX en J. curcas. JcWOX3,
JeWOX7 y JeWOXI12 se expresaron altamente en semillas.
En hojas, JcWOX6 se expresé levemente, JCWOXS5 y
JceWOX12 se expresaron moderadamente y JcWOX8
fuertemente, los cuales pudieran estar relacionado con la
morfogénesis de las hojas.

Por otro lado, se identifico el homologo de PINI
(AT1G73590) en J.curcas, el cual en Arabidopsis esta
involucrado en la regulacion de la iniciacion del desarrollo
foliar, mediante la induccion de la biogénesis y sefializacion
de las auxinas (Chen et al., 2017). Otros genes homologos
que en Arabidopsis participan en distintos momentos del
desarrollo foliar, han sido identificados en J. curcas, cuyas
funciones estudiadas estan principalmente asociadas al
desarrollo floral. Jc(KNAT6, controla el desarrollo floral y
esta involucrado en la diferenciacion sexual de flores de J.
curcas (Chen et al, 2017). Los homologos JcWOX3,
JcYAB1, JcYAB3, JcARF3, JcARF4, JcAS1, JcAS2,
JeCUC2, JcCUC3, JcMP, JcPIN1, JcREV, JcWUS, JcSTM
estan implicados en el desarrollo de las inflorescencias.
Mientras que los genes JcGA20X2, JcGA20X4,
JeGA200XS estan involucrados en la via de sefializacion y
metabolismo de GA (Chen et al., 2017), JcAux/IAAl y
JcARF, genes de respuesta primarios/tempranos a las auxinas
consisten, estan involucrada en el desarrollo del saco
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embrionario. JcARF6 junto con JcARF8 regulan la
elongacion del tallo de la inflorescencia, elongacion del
filamento del estambre, dehiscencia de las anteras,
elongacion de las papilas estigmaticas, la maduracion del
gineceo y la apertura de las yemas florales (Xu et al., 2016).
Ademas, genes homologos de CLV1 en J. curcas: el
Unigene4053 S7 esta implicado en la diferenciacion del
estambre, mientras que el Unigenel9315 S7, esta
involucrado en el desarrollo del saco embrionario (Xu et al.,
2016).

6. Conclusion

La comprension de las redes involucradas en el desarrollo de
la hoja de Jatropha curcas ha tenido pocos avances. En esta
revision se tomaron como base los conocimientos que se
tienen a la fecha del desarrollo de la hoja en la planta modelo
Arabidopsis thaliana, y mostramos los genes que se han
identificado en Jatropha curcas y que pudieran estar
relacionados con el desarrollo foliar. Dado que el principal
interés en esta planta es el aceite que produce y su potencial
para utilizarse en la generacion de biocombustibles, genes
como JcumiR004, JcumiR164, JcWOX12, JcWOXS, las
familias ARF y CUC, y los relacionados con la sintesis de
fitohormonas como citoquinas y giberelinas, podrian tomarse
en cuanta en futuros estudios debido a su probable relacion
tanto con el desarrollo de las hojas como con la sintesis de
aceite y el desarrollo de las flores, procesos que impactan en
la tanto en la cantidad y calidad de semillas que la planta
produce.

Debido a que el conocimiento sobre como estos genes estan
involucrados en las redes reguladoras del desarrollo de la
hoja atin es limitado para J. curcas, creemos que lo expuesto
en este documento, puede ayudar a la planificacion de futuras
investigaciones.

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses

Referencias

Adamowski M, Friml J. 2015. PIN-dependent auxin transport:
Action, regulation, and evolution. Plant Cell 27(1): 20—
32.

Adibi M, Yoshida S, Weijers D, Fleck C. 2016. Centering the
organizing center in the Arabidopsis thaliana shoot apical
meristem by a combination of cytokinin signaling and
self-organization. Plos One 11(2): e0147830.

Adriano-Anaya ML, Pérez-Castillo E, Salvador-Figueroa M, Ruiz-
Gonzélez S, Vazquez-Ovando A, Grajales-Conesa J,
Ovando-Medina 1. 2016. Sex expression and floral
diversity in Jatropha curcas: A population study in its
center of origin. PeerJ 4: e2071.

Ali S, Khan N, Xie L. 2020. Molecular and hormonal regulation of
leaf morphogenesis in Arabidopsis. International Journal
of Molecular Sciences 21(14): 5132.

Allen E, Xie Z, Gustafson AM, Carrington JC. 2005. microRNA-

34



Sanchez-Gutiérrez et al., 2023

directed phasing during trans-acting siRNA biogenesis in
plants. Cell 121(2): 207-221.

Alvarez JP, Furumizu C, Efroni I, Eshed Y, Bowman JL. 2016.
Active suppression of a leaf meristem orchestrates
determinate leaf growth. ELife 5: e15023.

Antoniadi I, Novak O, Gelova Z, Johnson A, Plihal O, Simersky R,
Mik V, Vain T, Mateo-Bonmati E, Karady M, Pernisova
M, Plackova L, Opassathian K, Hejatko J, Robert S, Friml
J, Dolezal K, Ljung K, Turnbull C. 2020. Cell-surface
receptors enable perception of extracellular cytokinins.
Nature Communications 11(1): 4284.

Barigah TS, Saugier B, Mousseau M, Guittet J, Ceulemans R. 1994.
Photosynthesis, leaf area and productivity of 5 poplar
clones during their establishment year. Annales Des
Sciences Forestieres 51(6): 613-625.

Bell EM, Lin W, Husbands AY, Yu L, Jaganatha V, Jablonska B,
Mangeon A, Neff MM, Girke T, Springer PS. 2012.
Arabidopsis lateral organ boundaries negatively regulates
brassinosteroid accumulation to limit growth in organ
boundaries. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 109(51): 21146-
21151.

Bolduc N, Hake S. 2009. The maize transcription factor
KNOTTEDI1 directly regulates the gibberellin catabolism
gene ga2ox1. The Plant Cell 21(6): 1647-1658.

Bonaccorso O, Lee JE, Puah L, Scutt CP, Golz JF. 2012.
FILAMENTOUS FLOWER controls lateral organ
development by acting as both an activator and a
repressor. BMC Plant Biology 12: 176.

Bowman JL. 2000. The YABBY gene family and abaxial cell fate.
Current Opinion in Plant Biology 3(1): 17-22).

Brunkard JO, Xu M, Regina-Scarpin M, Chatterjee S, Shemyakina
EA, Goodman HM, Zambryski P. 2020. TOR
dynamically regulates plant cell-cell transport.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 117(9): 5049-5058.

Byrne ME, Barley R, Curtis M, Arroyo JM, Dunham M, Hudson A,
Martienssen RA. 2000. Asymmetric leaves] mediates leaf
patterning and stem cell function in Arabidopsis. Nature
408(6815): 967-971.

Byrne ME, Simorowski J, Martienssen RA. 2002. ASYMMETRIC
LEAVESI reveals knox gene redundancy in Arabidopsis.
Development 129(8): 1957-1965.

Chen MS, Pan BZ, Fu Q, Tao YB, Martinez-Herrera J, Niu L, Ni J,
Dong Y, Zhao ML, Xu ZF. 2017. Comparative
transcriptome  analysis between gynoecious and
monoecious plants identifies regulatory networks
controlling sex determination in Jatropha curcas.
Frontiers in Plant Science 7: 1953

Chen MS, Zhao ML, Wang GJ, He HY, Bai X, Pan BZ, Fu QT, Tao
YB, Tang MY, Martinez-Herrera J, Xu ZF. 2019.
Transcriptome analysis of two inflorescence branching
mutants reveals cytokinin is an important regulator in
controlling inflorescence architecture in the woody plant
Jatropha curcas. BMC Plant Biology 19(1): 468.

Chitwood DH, Guo M, Nogueira FTS, Timmermans MCP. 2007.
Establishing leaf polarity: the role of small RNAs and
positional signals in the shoot apex. Development 134(5):
813-823.

Claeys H, De Bodt S, Inzé¢ D. 2014. Gibberellins and DELLAs:
Central nodes in growth regulatory networks. Trends in
Plant Science 19(4): 231-239).

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

6 (1): 29-38

Dolzblasz A, Gola EM, Sokotowska K, Smakowska-Luzan E,
Twardawska A, Janska H. 2018. Impairment of meristem
proliferation in plants lacking the mitochondrial protease
AtFTSH4. International Journal of Molecular Sciences
19(3): 853.

Du F, Guan C, Jiao Y. 2018. Molecular mechanisms of leaf
morphogenesis. Molecular Plant 11(9): 1117-1134.

Emery JF, Floyd SK, Alvarez J, Eshed Y, Hawker NP, Izhaki A,
Baum SF, Bowman JL. 2003. Radial patterning of
Arabidopsis shoots by class III HD-ZIP and KANADI
genes. Current Biology 13(20): 1768-1774.

Fritz MA, Rosa S, Sicard A. 2018. Mechanisms underlying the
environmentally induced plasticity of leaf morphology.
Frontiers in Genetics 9: 478.

Gaillochet C, Daum G, Lohmann JU. 2015. O Cell, Where Art
Thou? The mechanisms of shoot meristem patterning.
Current Opinion in Plant Biology 23: 91-97).

Gaillochet C, Lohmann JU. 2015. The never-ending story: From
pluripotency to plant developmental plasticity.
Development 142(13): 2237-2249.

Guo M, Thomas J, Collins G, Timmermans MCP. 2008. Direct
repression of KNOX loci by the ASYMMETRIC
LEAVESI complex of Arabidopsis. Plant Cell 20(1): 48-
58.

Ha CM, Jun JH, Fletcher JC. 2010. Control of arabidopsis leaf
morphogenesis through regulation of the YABBY and
KNOX families of transcription factors. Genetics 186(1):
197-206.

Ha CM, Jun JH, Nam HG, Fletcher JC. 2004. BLADE-ON-
PETIOLE1 encodes a BTB/POZ domain protein required
for leaf morphogenesis in Arabidopsis thaliana. Plant and
Cell Physiology 45(10): 1361-1370.

Ha CM, Jun JH, Nam HG, Fletcher JC. 2007. BLADE-ON-
PETIOLE 1 and 2 control Arabidopsis lateral organ fate
through regulation of LOB domain and adaxial-abaxial
polarity genes. The Plant Cell 19(6): 1809-1825.

Ha CM, Kim GT, Kim BC, Jun JH, Soh MS, Ueno Y, Machida Y,
Tsukaya H, Nam HG. 2003. The BLADE-ON-PETIOLE
1 gene controls leaf pattern formation through the
modulation of meristematic activity in Arabidopsis.
Development 130(1): 161-172.

Ha J, Shim S, Lee T, Kang YJ, Hwang WJ, Jeong H, Laosatit K,
Lee J, Kim SK, Satyawan D, Lestari P, Yoon MY, Kim
MY, Chitikineni A, Tanya P, Somta P, Srinives P,
Varshney RK, Lee SH. 2019. Genome sequence of
Jatropha curcas L., a non-edible biodiesel plant, provides
a resource to improve seed-related traits. Plant
Biotechnology Journal 17(2): 517-530.

Hajheidari M, Wang Y, Bhatia N, Vuolo F, Franco-Zorrilla JM,
Karady M, Mentink RA, Wu A, Oluwatobi BR, Miiller B,
Dello-loio R, Laurent S, Ljung K, Huijser P, Gan X,
Tsiantis M. 2019. Autoregulation of RCO by low-affinity
binding modulates cytokinin action and shapes leaf
diversity. Current Biology 29(24): 4183-4192.

Hay A, Tsiantis M. 2010. KNOX genes: Versatile regulators of
plant development and diversity. Development 137(19):
3153-3165).

Hepworth SR, Pautot VA. 2015. Beyond the divide: Boundaries for
patterning and stem cell regulation in plants. Frontiers in
Plant Science 6: 1052.

Hibara K, Takada S, Tasaka M. 2003. CUCI1 gene activates the
expression of SAM-related genes to induce adventitious

35



Sanchez-Gutiérrez et al., 2023

shoot formation. The Plant Journal 36(5): 687-696.

Huang T, Harrar Y, Lin C, Reinhart B, Newell NR, Talavera-Rauh
F, Hokin SA, Kathryn-Barton M, Kerstetter RA. 2014.
Arabidopsis KANADI1 acts as a transcriptional repressor
by interacting with a specific cis-element and regulates
auxin biosynthesis, transport, and signaling in opposition
to HD-ZIPIII factors. Plant Cell 26(1): 246-262.

Husbands AY, Benkovics AH, Nogueira FTS, Lodha M,
Timmermans MCP. 2015. The ASYMMETRIC LEAVES
complex employs multiple modes of regulation to affect
adaxial-abaxial patterning and leaf complexityopen. Plant
Cell 27(12): 3321-3335.

Ishida T, Aida M, Takada S, Tasaka M. 2000. Involvement of CUP-
SHAPED COTYLEDON genes in gynoecium and ovule
development in Arabidopsis thaliana. Plant and Cell
Physiology 41(1): 60-67.

Iwakawa H, Iwasaki M, Kojima S, Ueno Y, Soma T, Tanaka H,
Semiarti E, Machida Y, Machida C. 2007. Expression of
the ASYMMETRIC LEAVES2 gene in the adaxial
domain of Arabidopsis leaves represses cell proliferation
in this domain and is critical for the development of
properly expanded leaves. The Plant Journal 51(2): 173-
184.

Iwasaki M, Takahashi H, Iwakawa H, Nakagawa A, Ishikawa T,
Tanaka H, Matsumura Y, Pekker I, Eshed Y, Vial-Pradel
S, Ito T, Watanabe Y, Ueno Y, Fukazawa H, Kojima S,
Machida Y, Machida C. 2013. Dual regulation of ETTIN
(ARF3) gene expression by AS1-AS2, which maintains
the DNA methylation level, is involved in stabilization of
leaf adaxial-abaxial partitioning in Arabidopsis.
Development 140(9): 1958-1969.

Jasinski S, Piazza P, Craft J, Hay A, Woolley L, Rieu I, Phillips A,
Hedden P, Tsiantis M. 2005. KNOX action in Arabidopsis
is mediated by coordinate regulation of cytokinin and
gibberellin activities. Current Biology 15(17): 1560-1565.

Jiajia W, Jing X, Qian Q, Guangheng Z. 2020a. Development of rice
leaves: How histocytes modulate leaf polarity
establishment. Rice Science 27(6): 468-479.

Jun JH, Ha CM, Fletchera JC. 2010. BLADE-ON-PETIOLE1
coordinates organ determinacy and axial polarity in
Arabidopsis by directly activating ASYMMETRIC
LEAVES2. Plant Cell 22(1): 62-76.

Kawade K, Tanimoto H, Horiguchi G, Tsukaya H. 2017. Spatially
different tissue-scale diffusivity shapes
ANGUSTIFOLIA3 gradient in growing leaves.
Biophysical Journal 113(5): 1109-1120.

Khan M, Xu H, Hepworth SR. 2014. BLADE-ON-PETIOLE genes:
Setting boundaries in development and defense. Plant
Science 215-216: 157-171.

Koester RP, Skoneczka JA, Cary TR, Diers BW, Ainsworth EA.
2014. Historical gains in soybean (Glycine max Merr.)
seed yield are driven by linear increases in light
interception, energy conversion, and partitioning
efficiencies. Journal of Experimental Botany 65(12):
3311-3321.

Kosentka PZ, Overholt A, Maradiaga R, Mitoubsi O, Shpak ED.
2019. EPFL signals in the boundary region of the SAM
restrict its size and promote leaf initiation. Plant
Physiology 179(1): 265-279.

Kumar S, Sreeharsha RV, Mudalkar S, Sarashetti PM, Reddy AR.
2017. Molecular insights into photosynthesis and
carbohydrate metabolism in Jatropha curcas grown under

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

6 (1): 29-38

elevated CO2 wusing transcriptome sequencing and
assembly. Scientific Reports 7(1): 11066.

Lee DJ, Kim S, Ha YM, Kim J. 2008. Phosphorylation of
Arabidopsis response regulator 7 (ARR?7) at the putative
phospho-accepting site is required for ARR7 to act as a
negative regulator of cytokinin signaling. Planta 227(3):
577-587.

Li Xiaojuan Cai W, Liu Y, LiH, Fu L, Liu Z, Xu L, Liu H, Xu T,
Xiong Y. 2017. Differential TOR activation and cell
proliferation in Arabidopsis root and shoot apexes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 114(10): 2765-2770.

Li Xiaoyu, Zheng Y, Xing Q, Ardiansyah R, Zhou H, Ali S, Jing T,
Tian J, Song XS, Li Y, Miiller-Xing R. 2020. Ectopic
expression of the transcription factor CUC2 restricts
growth by cell cycle inhibition in Arabidopsis leaves.
Plant Signaling and Behavior 15(1): 1706024.

Li Z, Li B, Shen WH, Huang H, Dong A. 2012. TCP transcription
factors interact with AS2 in the repression of class-I
KNOX genes in Arabidopsis thaliana. Plant Journal
71(1): 99-107.

Luong TQ, Keta S, Asai T, Kojima S, Nakagawa A, Micol JL, Xia
S, Machida Y, Machida C. 2018. A genetic link between
epigenetic repressor AS1-AS2 and DNA replication
factors in establishment of adaxial-abaxial leaf polarity of
Arabidopsis. Plant Biotechnology, 35(1): 39-49.

Machida C, Nakagawa A, Kojima S, Takahashi H, Machida Y.
2015. The complex of ASYMMETRIC LEAVES (AS)
proteins plays a central role in antagonistic interactions of
genes for leaf polarity specification in Arabidopsis. Wiley
Interdisciplinary Reviews: Developmental Biology 4(6):
655-671.

Mandel T, Candela H, Landau U, Asis L, Zelinger E, Carles CC,
Williams LE. 2016. Differential regulation of meristem
size, morphology and organization by the ERECTA,
CLAVATA and class III HD-ZIP pathways.
Development 143(9): 1612-1622.

Matsumura Y, Ohbayashi I, Takahashi H, Kojima S, Ishibashi N,
Keta S, Nakagawa A, Hayashi R, Saez-Vazquez J,
Echeverria M, Sugiyama M, Nakamura K, Machida C,
Machida Y. 2016. A genetic link between epigenetic
repressor AS1-AS2 and a putative small subunit
processome in leaf polarity establishment of Arabidopsis.
Biology Open 5(7): 942-954.

Merelo P, Paredes EB, Heisler MG, Wenkel S. 2017. The shady side
of leaf  development: the role of the
REVOLUTA/KANADI1 module in leaf patterning and
auxin-mediated growth promotion. Current Opinion in
Plant Biology 35: 111-116.

Montes-Osorio LR, Torres-Salvador AF, Jongschaap REE,
Azurdia-Perez CA, Berduo-Sandoval JE, Trindade LM,
Visser RGF, van Loo EN. 2014. High level of molecular
and phenotypic biodiversity in Jatropha curcas from
Central America compared to Africa, Asia and South
America. BMC Plant Biology 14(1): 77.

Muszynski MG, Moss-Taylor L, Chudalayandi S, Cahill J, Del
Valle-Echevarria AR, Alvarez-Castro I, Petefish A,
Sakakibara H, Krivosheev DM, Lomin SN, Romanov
GA, Thamotharan S, Dam T, Li B, Brugicre N. 2020. The
maize hairy sheath FRAYEd1 (HSF1) mutation alters leaf
patterning through increased cytokinin signaling. Plant
Cell 32(5): 1501-1518.

36



Sanchez-Gutiérrez et al., 2023

Nakata M, Matsumoto N, Tsugeki R, Rikirsch E, Laux T, Okada K.
2012. Roles of the middle domain-specific WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX genes in early development of
leaves in Arabidopsis. Plant Cell 24(2): 519-535.

Nam YJ, Herman D, Blomme J, Chae E, Kojima M, Coppens F,
Storme V, Van Daele T, Dhondt S, Sakakibara H, Weigel
D, Inzé D, Gonzalez N. 2017. Natural variation of
molecular and morphological gibberellin responses. Plant
Physiology 173(1): 703-714.

Nikovics K, Blein T, Peaucelle A, Ishida T, Morin H, Aida M, Laufs
P. 2006. The balance between the MIR164A and CUC2
genes controls leaf margin serration in Arabidopsis. Plant
Cell 18(11): 2929-2945.

Noor-Camellia NA, Thohirah LA, Abdullah NAP. 2012. Floral
biology, flowering behaviour and fruit set development of
Jatropha curcas L. in Malaysia. Pertanika Journal of
Tropical Agricultural Science 35(4): 725-736.

Omidbakhshfard MA, Fujikura U, Olas JJ, Xue GP, Balazadeh S,
Mueller-Roeber B. 2018. GROWTH-REGULATING
FACTOR 9 negatively regulates arabidopsis leaf growth
by controlling ORG3 and restricting cell proliferation in
leaf primordia. PLoS Genetics 14(7): e1007484.

Ovando-Medina I, Espinosa-Garcia FJ, Nufiez-Farfan JS, Salvador-
Figueroa M. 2011. State of the art of genetic diversity
research in Jatropha curcas. Scientific Research and
Essays 6(8): 1709-1719.

Pekker I, Alvarez JP, Eshed Y. 2005. Auxin response factors
mediate Arabidopsis organ asymmetry via modulation of
KANADI activity. Plant Cell 17(11): 2899-2910.

Ram H, Sahadevan S, Gale N, Caggiano MP, Yu X, Ohno C, Heisler
MG. 2020. An integrated analysis of cell-type specific
gene expression reveals genes regulated by REVOLUTA
and KANADII in the Arabidopsis shoot apical meristem.
PLoS Genetics 16(4): e1008661.

Romanova MA, Maksimova Al, Pawlowski K, Voitsekhovskaja
OV. 2021. YABBY genes in the development and
evolution of land plants. International Journal of
Molecular Sciences 22(8): 4139.

Saadaoui E, Martin JJ, Bouazizi R, Romdhane CB, Grira M,
Abdelkabir S, Khouja ML, Cervantes E. 2015. Phenotypic
variability and seed yield of Jatropha curcas L.
introduced to tunisia. Acta Botanica Mexicana 110: 119-
134.

Sanchez-Gutiérrez A, Ovando-Medina I, Adriano-Anaya L,
Vazquez-Ovando A, Salvador-Figueroa M. 2018.
Dynamics of miR156 and miR172 involved in the
flowering of Jatropha curcas L. Acta Botanica Brasilica
32(1): 99-106.

Satterlee JW, Scanlon MJ. 2019a. Coordination of leaf development
across developmental axes. Plants 8(10): 433.

Schenkels L, Sacys W, Lauwers A, De Proft MP. 2020. Green light
induces shade avoidance to alter plant morphology and
increases biomass production in Ocimum basilicum L.
Scientia Horticulturae 261: 109002.

Scofield S, Dewitte W, Nieuwland J, Murray JAH. 2013. The
Arabidopsis homeobox gene SHOOT MERISTEMLESS
has cellular and meristem-organisational roles with
differential requirements for cytokinin and CYCD3
activity. The Plant Journal: For Cell and Molecular
Biology 75(1): 53-66.

Shuai B, Reynaga-Pefia CG, Springer PS. 2002. The Lateral Organ
Boundaries gene defines a novel, plant-specific gene

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

6 (1): 29-38

family. Plant Physiology 129(2): 747-761.

Siegfried KR, Eshed Y, Baum SF, Otsuga D, Drews GN, Bowman
JL. 1999. Members of the YABBY gene family specify
abaxial cell fate in Arabidopsis. Development 126(18):
4117-4128.

Skoog F, Miller CO. 1957. Chemical regulation of growth and organ
formation in plant tissues cultured in vitro. Symposia of
the Society for Experimental Biology 11: 118-130.

Snipes SA, Rodriguez K, Devries AE, Miyawaki KN, Perales M,
Xie M, Reddy GV. 2018. Cytokinin stabilizes
WUSCHEL by acting on the protein domains required for
nuclear enrichment and transcription. Plos Genetics
14(4): e1007351.

Spinelli SV, Martin AP, Viola IL, Gonzalez DH, Palatnik JF. 2011.
A mechanistic link between STM and CUC1 during
Arabidopsis development. Plant Physiology 156(4):
1894-1904.

Sun Y, Wang C, Wang N, Jiang X, Mao H, Zhu C, Wen F, Wang
X,LuZ, Yue G, XuZ, YeJ. 2017. Manipulation of Auxin
Response Factor 19 affects seed size in the woody
perennial Jatropha curcas. Scientific Reports 7: 40844

Swid N, Nevo R, Kiss V, Kapon R, Dagan S, Snir O, Adam Z,
Falconet D, Reich Z, Charuvi D. 2018. Differential
impacts of FtsZ proteins on plastid division in the shoot
apex of Arabidopsis. Developmental Biology 441(1): 83-
94.

Takada S, Hibara K, Ishida T, Tasaka M. 2001. The CUP-SHAPED
COTYLEDONI1 gene of Arabidopsis regulates shoot
apical meristem formation. Development 128(7): 1127-
1135.

Tang M, Bai X, Niu LJ, Chai X, Chen MS, Xu ZF. 2018. miR172
regulates both vegetative and reproductive development
in the perennial woody plant Jatropha curcas. Plant and
Cell Physiology 59(12): 2549-2563.

Tang Y, Li H, Guan Y, Li S, Xun C, Dong Y, Huo R, Guo Y, Bao
X, Pei E, Shen Q, Zhou H, Liao J. 2020. Genome-wide
identification of the physic nut WUSCHEL-Related
homeobox gene family and functional analysis of the
abiotic stress responsive gene JcWOXS5. Frontiers in
Genetics 11: 670.

Tatematsu K, Toyokura K, Miyashima S, Nakajima K, Okada K.
2015. A molecular mechanism that confines the activity
pattern of miR165 in Arabidopsis leaf primordia. The
Plant Journal 82(4): 596-608.

Testone G, Baldoni E, Iannelli MA, Nicolodi C, Di Giacomo E,
Pietrini F, Mele G, Giannino D, Frugis G. 2019.
Transcription factor networks in leaves of cichorium
endivia: New insights into the relationship between
photosynthesis and leaf development. Plants 8(12): 531

Timmermans MCP, Hudson A, Becraft PW, Nelson T. 1999.
ROUGH SHEATH2: A Myb protein that represses
KNOX homeobox genes in maize lateral organ primordia.
Science 284(5411): 151-153.

Tsiantis M, Schneeberger R, Golz JF, Freeling M, Langdale JA.
1999. The maize rough sheath2 gene and leaf
development programs in monocot and dicot plants.
Science 284(5411): 154-156.

Vasco A, Ambrose BA. 2020. Simple and divided leaves in ferns:
Exploring the genetic basis for leaf morphology
differences in the genus Elaphoglossum
(Dryopteridaceae). International Journal of Molecular
Sciences 21(15): 5180.

37



Sanchez-Gutiérrez et al., 2023

6 (1): 29-38

Vercruyssen L, Verkest A, Gonzalez N, Heyndrickx KS, Eeckhout
D, Han SK, Jégu T, Archacki R, Van Leene J,
Andriankaja M, De Bodt S, Abeel T, Coppens F, Dhondt
S, De Milde L, Vermeersch M, Maleux K, Gevaert K,
Jerzmanowski A, Benhamed M, Wagner D, Vandepoele
K, De Jaeger G, Inzé¢ D. 2014. ANGUSTIFOLIA3 binds
to SWI/SNF chromatin remodeling complexes to regulate
transcription during Arabidopsis leaf development. Plant
Cell 26(1): 210-229.

Wang CM, Liu P, SunF, LiL, Liu P, Ye J, Yue GH. 2012. Isolation
and identification of miRNAs in Jatropha curcas.
International Journal of Biological Sciences 8(3): 418-
429.

Wein A, Le Gac AL, Laux T. 2020. Stem cell ageing of the root
apical meristem of Arabidopsis thaliana. Mechanisms of
Ageing and Development 190: 111313.

Weraduwage SM, Chen J, Anozie FC, Morales A, Weise SE,
Sharkey TD. 2015. The relationship between leaf area
growth and biomass accumulation in Arabidopsis
thaliana. Frontiers in Plant Science 6: 167.

Xu G, Huang J, Yang Y, Yao Y. 2016. Transcriptome analysis of
flower sex differentiation in jatropha curcas 1. using rna
sequencing. Plos ONE 11(2): e0145613.

Yamaguchi T, Nukazuka A, Tsukaya H. 2012. Leaf adaxial-abaxial
polarity specification and lamina outgrowth: Evolution
and development. Plant and Cell Physiology 53(7): 1180—
1194.

Yanai O, Shani E, Dolezal K, Tarkowski P, Sablowski R, Sandberg
G, Samach A, Ori N. 2005. Arabidopsis KNOXI proteins
activate cytokinin biosynthesis. Current Biology, 15(17):
1566-1571.

Yang T, Wang Y, Teotia S, Wang Z, Shi C, Sun H, Gu Y, Zhang Z,
Tang G. 2019. The interaction between miR160 and
miR165/166 in the control of leaf development and
drought tolerance in Arabidopsis. Scientific Reports 9(1):
2832.

Yang T, Wang Y, Teotia S, Zhang Z, Tang G. 2018. The making of
leaves: how small ra networks modulate leaf
development. Frontiers in Plant Science 9: 824.

Zeng C, Wang W, Zheng Y, Chen X, Bo W, Song S, Zhang W, Peng
M. 2009. Conservation and divergence of microRNAs
and their functions in Euphorbiaceous plants. Nucleic
Acids Research 38(3): 981-995.

Zhang L, Zhang C, Wu P, Chen Y, Li M, Jiang H, Wu G. 2014.
Global analysis of gene expression profiles in physic nut
(Jatropha curcas L.) seedlings exposed to salt stress.
PLoS ONE 9(5): e97878.

Zhang Z, Runions A, Mentink RA, Kierzkowski D, Karady M,
Hashemi B, Huijser P, Strauss S, Gan X, Ljung K, Tsiantis
M. 2020. A WOX/Auxin biosynthesis module controls
growth to shape leaf form. Current Biology 30(24): 4857-
4868.¢6.

Zhao Z, Andersen SU, Ljung K, Dolezal K, Miotk A, Schultheiss
SJ, Lohmann JU. 2010. Hormonal control of the shoot
stem-cell niche. Nature 465(7301): 1089-1092.

Zhou Y, Honda M, Zhu H, Zhang Z, Guo X, Li T, Li Z, Peng X,
Nakajima K, Duan L, Zhang X. 2015. Spatiotemporal
sequestration of miR165/166 by arabidopsis argonaute10
promotes shoot apical meristem maintenance. Cell
Reports 10(11): 1819-1827.

Zumajo-Cardona C, Vasco A, Ambrose BA. 2019. The evolution of
the KANADI gene family and leaf development in

Lycophytes and Ferns. Plants 8(9): 313.

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

38



Néjera-Hernandez y Coutifio-Cortés, 2023

IDULENULIAD

IBCIENCIAS
IBCIENCIAS

O
IBCIENCIAS

Volumen 6 - Niimero 1 - Junio - 2023

ias de la Universidad Auténoma do Chiapas, Mésico

Palabras clave:

Aroma a vainilla
Curado

Extracto

Sabor

Vainillina

Vanilla aroma
Cured

Extract
Flavor
Vanillin

correspondencia:

Instituto de Biociencias,
Universidad Autonoma de
Chiapas.

Boulevard Principe Akishino
sin ntimero, Colonia
Solidaridad 2000, CP.
30798.

Tapachula, Chiapas, México.
Teléfono: + 52 9626427972.
Correo-electronico:
ana.cortes@unach.mx

6 (1): 3945

REVISION BREVE

Fermentacion de vainas de Vanilla planifolia
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Resumen

La vainilla (Vanilla planifolia) es una orquidea nativa de las selvas tropicales del sureste de México y
América Central. Es una planta perenne, terrestre, trepadora, de tallo flexible, simple o ramificado, de
color verde brillante. México se ha ubicado como el quinto productor de vainilla a nivel internacional
con 4.97 %, después de Indonesia (34.93 %), Madagascar (31.81%), China (11.63%) y Papua Nueva
Guinea (6.97 %). A nivel nacional, Veracruz es el principal productor con 70%, le siguen Oaxaca y
Puebla, que en conjunto aportan alrededor de 29% de la produccién total. Desafortunadamente, no
existen tratamientos homogéneos y estandarizados de fermentacion y secado de V. planifolia que
acentlien el sabor y aroma, y esto limita los ingresos de los productores. Por lo tanto, no es capaz de
incursionar directamente en mercados como el de alimentos, bebidas, farmacia, cosméticos, artesanias,
entre otros. Lo anterior plantea la necesidad de establecer un protocolo de fermentacion (curado) de las
vainas de V. planifolia, que permita unificar las etapas y el tiempo de fermentacion, para que con ello se
establezca un comercio justo al homogenizar las propiedades sensoriales del producto (extracto). Para
aportar en ese sentido el primer paso es unificar los reportes que muestran esfuerzos de fermentacion de
las vainas de esta planta. El objetivo de esta revision es recopilar informacion relacionada con el proceso
y tiempo de fermentacion de las vainas de V. planifolia para la obtencion de saborizantes.

Fermentation of Vanilla planifolia pods

Abstract

Vanilla (Vanilla planifolia) is an orchid native to the rainforests of southeastern Mexico and Central
America. It is a perennial, terrestrial, climbing plant with a flexible, simple, or branched stem, bright
green. Mexico has been ranked as the fifth largest producer of vanilla internationally with 4.97%, after
Indonesia (34.93%), Madagascar (31.81%), China (11.63%) and Papua New Guinea (6.97%). In the
country, Veracruz is the main producer with 70%, followed by Oaxaca and Puebla, which together
contribute around 29% of the total production. Unfortunately, there are no homogeneous and
standardized fermentation and drying treatments for V. planifolia that accentuate the flavor and aroma,
and this limits the income of producers. Therefore, it is not able to directly enter markets such as food,
beverages, pharmacies, cosmetics, crafts, among others. The above raises the need to establish a
fermentation (curing) protocol for V. planifolia pods, which allows unifying the stages and fermentation
time, so that fair trade is established by homogenizing the sensory properties of the product (extract). To
contribute with this, the first step is to unify the reports that show fermentation efforts of the pods of this
plant. The objective of this review is to collect information related to the fermentation process and time
of V. planifolia pods to obtain flavorings.
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1. Introduccion

Vainilla es una de las 155 especies del género Vanilla de la
familia Orchidaceae (Flores-Jiménez et al., 2017). Dressler
(2005), ha reportado que esta especie es originaria de México
y Centroamérica. El género Vanilla es el Ginico que cuenta
con especies que produce frutos comestibles (Augstburger et
al., 2000). La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews),
es el segundo saborizante natural mas importante en la
industria alimentaria (Anilkumar, 2004; SAGARPA, 2010).
De manera especifica, V. planifolia, es la mas importante por
su demanda en la industria alimenticia, ocasionando un
aprovechamiento del 95% de la produccion mundial de esta
especie (Bory et al., 2008). Después de que se cosechan los
frutos de la vainilla se lleva a cabo un proceso de beneficiado
o curado, en la cual se da la formacion de vainillina y otros
compuestos aromaticos y saborizantes, todo esto es para
poder ser comercializada. Dicho proceso puede durar de 3 a
5 meses y no se cuenta con un método estandarizado para
poder realizar de una manera correcta el proceso del
beneficiado (McGregor, 2005).

2. Vanilla planifolia Jacks ex Andrews

2.1. Acerca del origen Totonaca de la vainilla

Antes que los espafioles llegaran a América, en la region de
Papantla (Veracruz), habitaba el pueblo Totonaca. Seglin se
relata en la leyenda popular, los primeros reyes Totonacas
ordenaron construir templos a sus dioses, entre estos dioses
se encontraba Tonacayohua, la diosa de la siembra y los
alimentos. Esta diosa tenia a su servicio doce jovenes que
desde nifias hacian votos de castidad. El rey Teniztli,
consagro a su bella hija Tzacopontziza (Lucero del Alba), al
culto de Tonacayohua. Tiempo después, el principe Zkotan
Oxga (Joven Venado), se enamord profundamente de
Tzacopontziza, a pesar de saber que tal sacrilegio estaba
penado con la muerte. Lucero del Alba fue raptada por Joven
Venado y al ser descubiertos por los ofendidos sacerdotes,
fueron degollados en el lugar y sus corazones sirvieron de
ofrenda a la diosa. Asi, en el lugar del sacrificio, brotd6 un
arbusto y junto a su tallo, comenz6 a crecer una orquidea
trepadora. Una mainana la planta se cubri6 de pequeiias flores
y el sitio se impregno de un exquisito aroma. Los sacerdotes
y el pueblo no dudaron en creer que la sangre de los principes
se habia transformado en arbol y orquidea. Su sorpresa fue
mayor, cuando las florecillas se convirtieron en largas y
delgadas vainas que despedian un exotico perfume, como si
el alma inocente de Lucero del Alba se prodigara en
fragancias. Esta orquidea fue declarada planta sagrada y se
elevo como ofrenda divina, hasta los adoratorios totonacos,
quedando ligada a la cultura agricola del pueblo. Asi, de la
sangre de una princesa nacio la vainilla, que en totonaco fue
llamada Caxi-Xanath, que significa “Flor Recondita”. Hoy
dia, se reconoce a la region de Papantla como el centro de
origen del cultivo de la vainilla y a los Totonacos, como sus
primeros cultivadores y beneficiadores (Damiron, 1994).
Con relacion a la leyenda que se generd sobre sobre la flor de
vainilla, en el centro de Papantla, Veracruz, México se colocod

una escultura con un poema de la autoria de José de Jesus
Nuiiez Dominguez; con la finalidad de recrear la historia de
esta especie emblematica y de interés agroindustrial (Figura

).
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Figura 1. Escultura con texto de un poema del autor Nuifiez
Dominguez (1887-1959) con relacion a la leyenda de la flor de
vainilla perteneciente a la cultura Totonaca. Tomado de Linares-
Garcia (2010).

El emperador azteca Itzcoatl (1427-1440) conquistd el
territorio totonaca, denominado “Totonacapan”, dentro del
cual se encuentra la region vainillera, siendo obligados los
totonacos a pagar tributos diversos, en entre ellos el fruto de
la vainilla. Bernal Diaz del Castillo, oficial de Hernan Cortés
quiza fue el primer espafiol que conocio la especie al observar
a Moctezuma tomar una bebida preparada con semilla de
cacao en polvo (chocolatl) y vainilla molida. Mas adelante
Cortés fue invitado por Moctezuma a tomar su primera taza
de chocolate servida seglin la leyenda, en vasijas de oro con
cucharas del mismo metal (Damirén, 1994).

Cuando Cortés regres6 a Espafia llevaba consigo una
orquidea a la que ellos denominaron “vainilla”, debido a la
forma alargada del fruto; asi como los frutos del arbol del
cacao (Theobroma cacao L.), ambos productos usados en la
elaboracion del chocolate. La vainilla y el cacao eran
especias y frutos que nunca se habian probado en Europa, y
provocaron un gran interés en los recursos naturales del
“Nuevo Mundo” que recién habian encontrado. El rey Carlos
V, mando a los frailes dominicos y franciscanos a América,
para que documentaran por escrito, los detalles de la cultura,
sus riquezas, tanto naturales como materiales, sus usos y todo
lo que podria ser de interés para la Corona (Gomez, 2008).

2.2. Generalidades de Vanilla planifolia Jacks ex Andrews

Se ha reportado que para la produccion comercial de vainilla
solo se cultivan tres especies; Vanilla planifolia Jacks ex
Ardrews o Vanilla fragans Salisburi, Vanilla pompona
Schiede y Vanilla tahitensis Moore (Toussaint-Samat, 2002;
Curti, 1995). Vainilla planifolia Jacks ex Andrews, es una
orquidea endémica de Centroamérica y del sur de México.
Esta especie es comercializada debido a su capacidad de
producir vainillina, compuesto obtenido de las vainas, el cual
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se ha convertido en uno de los saborizantes naturales mas
importantes y caros del mundo (Salazar-Rojas et al., 2012;
Bory et al., 2008).

Vargas y Gamez (2014) han reportado que la planta de
vainilla es una orquidea perenne, trepadora, de tallo flexible,
cilindrico, simple o ramificado, de color verde brillante, esta
constituido de 10 a 15 cm de longitud, de 1-2 cm de diametro,
cuenta con hojas alternas dispuestas en zig-zag y las guias
pueden llegar a medir hasta 50 m de longitud. Las hojas son
flexibles, subsésiles, elipticas, laureadas y suculentas como
el tallo y, se disponen de manera alterna a lo largo del tallo
acompafiados de una yema, la cual no se desarrolla y tiene
una raiz adventicia en el lado opuesto de la hoja (Figura 2).
Ademas, se ha reportado que la hoja es una estructura
importante, dado que su morfologia es 1util para la
identificacion de la especie y la variedad de la planta de
vainilla (Vargas y Gamez, 2014).

s N\ \k » S
Figura 2. Estructura de la planta de vainilla, es una orquidea
trepadora con disposicion de hojas alternas dispuestas.

Las flores se presentan en inflorescencia o racimos conocidos
como “macetas” y brotan de las axilas de las hojas; por lo
general, son simples de 5 a 8 cm de longitud y agrupadas. La

planta llega a tener de 10 a 15 racimos de flores, compuesto
cada uno de por mas de 10 flores individuales, las cuales son
de color aperlado, blanco amarillento, cuyos brotes florales
abren de uno a tres cada mafiana en la primavera, pero
mueren por las tardes y cuando son polinizadas dan lugar a
un fruto carnoso y alargado, de 15 a 25 cm de longitud
(Vargas y Gamez, 2014). De acuerdo con lo reportado por
Vargas y Gamez (2014), el fruto es una capsula dehiscente
que presenta tres costados concavos, posee forma cilindrica,
es de color verde brillante cuando atn no estd maduro y se
torna de amarillo a café a medida que madura. Su longitud
varia de 13 a 25 cm y su didmetro entre 10 y 15 mm (Figura
3).

La propagacion de la vainilla se realiza por esquejes o
bejucos de por lo menos 80 cm de longitud con cuatro o cinco
yemas viables y obtenidos de plantas en produccion. Las
zonas donde se cultiva vainilla tienen temperatura entre 21 y
32 °C, con un promedio cercano a los 27 °C (Fouché y Jouve,
1999), y una precipitacion pluvial entre 1600 y 2500 mm por
afo, con distribucion uniforme durante el afio. Sin embargo,
requiere que se presente un periodo mas seco (de uno o dos
meses) para inducir la floracion. Las areas con una estacion
seca excesivamente prolongada no son adecuadas para el
cultivo de vainilla, excepto que se establezcan sistemas de
riego (McGregor, 2005; Damir6n, 2004).

La floracion de la vainilla se induce tanto con condiciones
ambientales adecuadas, como con practicas de cultivo
apropiadas, entre las que pueden mencionarse el manejo de
la sombra, las podas, el direccionamiento de la curvatura de
la liana, la aplicacion de abonos, entre otras. Asimismo, la
floracion, se ve influenciada por el nivel nutricional y los
cambios metabolicos de la planta (Puthur, 2005; Puthur y
Kumar, 2006; Tian et al., 2004). McGregor (2005), reportd
que en Papua-Nueva Guinea la primera floracion de la
vainilla se presenta a los tres afios, similar a lo reportado por
Castro-Bobadilla y Garcia-Franco (2007), quienes indicaron
que, para Isla Reunion y México, también transcurrian tres
afios para apreciar la primera floracion de la especie. Una vez
la planta empieza a florecer lo seguira haciendo cada afio,
durante unos 10 a 12 afios. Es importante destacar que el
género Vanilla, es el Gnico de la familia de las orquideas que
produce frutos comestibles (Augstburger et al., 2000).

En México, todavia es posible obtener frutos de vainilla (V.
planifolia) de manera natural, es decir, sin que las flores sean
polinizadas manualmente, pero ocurre en un porcentaje muy
bajo, generalmente del 1% del total de las flores. La
polinizacion se le ha atribuido a la abeja sin aguijon Melipona
beechii, al pajaro colibri Cynniris sp, murciélagos y
ultimamente a las abejas verdes y brillantes de las orquideas
Euglossa viridissima (Lubinsky et al. 2006; Hagstaer et al.
2005; Soto 1999).

Cuando la polinizaciéon se realiza de forma manual es
mediante la remociéon de la polinia con una aguja e
insertandola entre el rostelo y el estigma (Fouché y Jouve,
1999). Para determinar el momento adecuado de cosecha, los
productores, por experiencia utilizan indices con base a dias
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de polinizacion a maduracion del fruto; pérdida de firmeza o
ablandamiento de los tejidos y cambios de color de la
epidermis del fruto. El fruto estd listo para poder ser
cosechado cuando han pasado minimo seis y maximo nueve
meses después de la polinizacion; la madurez comercial se
inicia con cambios fisioldgicos caracterizados por
reblandecimiento del fruto al tocarlo y cambio de color verde
brillante a verde amarillo opaco, el cambio de color se inicia
por el apice del fruto. Se requiere determinar el momento
exacto de cosecha, pues frutos cosechados demasiado pronto,
presentan mala calidad y bajo contenido de sustancias y, al
contrario, las capsulas demasiado maduras, pueden presentar
dehiscencia (Augstburger et al., 2000).

Sépalo

.

Raices
adventicias

Pétalo Pétalo

\ '
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Columna—3 .
P

=\
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Figura 3. Estructura floral de vainilla, en donde se observa la
presencia de tres sépalos, tres pétalos y un labelo. Asimismo, la
estructura de las vainas que se forman posterior a la polinizacion de
las flores. Tomado de Padilla-Vega (2010).

3. Compuestos aromaticos de la vainilla

La vainillina, es uno de los componentes naturales que dan
sabor y olor a los extractos de vainilla (Negishi et al., 2009).
Diversas investigaciones sobre el perfil quimico de los
extractos de la vainilla la colocan como el componente
principal de las vainas ya curadas con una concentracion
aproximada de 0.3 a 3%, representando una parte del sabor y
del olor de los extractos de vainilla (Shyamala et al., 2007).
La vainillina es un compuesto con coloracion ligeramente
amarilla, es volatil y con un olor dulce. Se encuentra
acumulado en las vainas verdes de la vainilla como forma de
glucosido (Tenailleau et al., 2004). El aroma es liberado
unicamente después del beneficiado, en donde el glucosido
de la vainillina (glucovainillina) es hidrolizado por la B-
glucosidasa (Gatfield et al., 2007; Odoux et al., 2003).

El precursor de la vainillina esta presente en las vainas sin
curar, en forma de un glucosido llamado glucovainillina o
vainillina B-glucésido. Durante el proceso de curado este
glucésido, se encuentra encapsulado en las estructuras
celulares llamadas vacuolas, es hidrolizado para formar
vainillina y glucosa mediante la accion de la B-glucosidasa

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

6 (1): 39-45

(Figura 4), que se encuentra en el citoplasma, periplasma,
apoplastos, mesocarpio y pared celular. La actividad de esta
enzima cambia la madurez de las vainas, siendo
insignificante en las verdes y mas alta en las amarillas
(Arroyo, 2016). Otros constituyentes de aroma y sabor tales
como el acido p-hidroxibenzoico, el p-hidroxibenzaldeido y
el acido vanilico también estan presentes en la vaina verde en
sus formas glicosidicas y son liberados a través de la
hidrolisis enzimatica en el curado (Arroyo, 2016).

4. Saborizantes de Vanilla planifolia

Los saborizantes son sustancias con propiedades que son
capaces de intensificar o conferir sabor a los alimentos.
Dentro de estos se encuentran los saborizantes naturales y
artificiales. Los saborizantes naturales se obtienen
exclusivamente por métodos fisicos, microbiologicos o
enzimaticos, a partir de materias primas naturales. Se
entiende por materias primas naturales a los productos de
origen animal o vegetal que sirven para el consumo humano,
estas deben de contener sustancias odoriferas, ya sea en su
estado natural o después de un tratamiento adecuado como la
fermentacion, entre otros (Mercosur/GMC/RES. N 10/06).
4.1. Productos elaborados con vainilla natural

Como antes se menciond, la vainilla constituye uno de los
productos naturales mas redituables para la obtencion de
saborizantes. Algunos productos comerciales en los que
utilizan vainilla natural para la produccion de saborizantes
incluyen a Zanilli® con un contenido de extracto natural de
vainilla en agua y alcohol 25% v/v; Monin® con un
contenido de agua, extracto natural de vainilla, edulcorante
de estevia, eritritol, goma de xantana y é4cido lactico; La
Anita® compuesto de agua, etanol, colorante caramelo clase
IV, extracto de vainilla natural, saborizante artificial,
vainillina, 0.1% de benzoato de sodio y sorbato de potasio y;
Gaya® que contiene vainilla, agua, alcohol, azucar, sin
conservadores ni colorantes artificiales, sin gluten y sin
cumarina.

4.2. Saborizantes artificiales

Los saborizantes artificiales son compuestos quimicos, que
atn no han sido identificados en productos de origen animal
o vegetal, son utilizados por sus propiedades aromaticas, en
su estado primario o preparados para el consumo humano
(Mercosur/GMC/RES. N 10/06). Algunos productos con
sabor a vainilla que se consideran en este grupo incluyen a
Pasa  vainilla® que contiene agua, etanol,
monopropilenglicol, color caramelo IV, vainilla, ethyl
maltol, ethyl vainillin, sorbato de potasio 0.1%; La Anita®
compuesto de agua, etanol, colorante caramelo clase 1V,
saborizante artificial, vainillina, benzoato de sodio y sorbato
de potasio, etil maltol.

5. Fermentacion

Se llama fermentacion al proceso microbiano de oxidacion
incompleta, esto quiere decir que no requiere de oxigeno para
poder realizarse y da como resultado una sustancia orgénica.
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De acuerdo con Ondarse (2021), es un proceso de tipo
catabdlico, que da como resultado una transformacion de
moléculas complejas a moléculas sencillas y se genera
energia quimica en forma de ATP. La fermentacion consiste
en un proceso de glucolisis (ruptura de la molécula de
glucosa) que produce piruvato (acido pirivico), y que al
carecer de oxigeno como receptor de los electrones sobrantes
del NADH producido, emplea para ello una sustancia
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organica que deberd reducirse para reoxidar el NADH a
NAD+, obteniendo finalmente un derivado del sustrato
inicial que se oxida. Los sustratos de las fermentaciones se
incuban en bandejas, tanques o en recintos de temperatura y
humedad relativa controladas. Dependiendo de dicha
sustancia final, habra diversos tipos de fermentacion
(Ondarse, 2021).

CHO
HCH OH H, CH,OH
Vainillina B-D-glucosidasa H 0 H
> H H +
it OCH
HOH OH 3
OH
Vainillina B-D-glucésido Glucosa Vainillina

Figura 4. Formacion de la vainilla por accion enzimatica. Adaptado de Banerjee y Chattopadhyay (2018).

5.1. Proceso de fermentacion de Vanilla planifolia

En México, durante siglos se ha llevado a cabo la
fermentacion de vainas de vainilla, este proceso
coloquialmente se conoce como el curado o beneficio de las
vainas, lo que permite el desarrollo de sabor y aroma
caracteristico de la vainilla. En este proceso se libera la
glucovainillina acumulada en diferentes partes del fruto
verde, que se hidroliza por accion catalitica de las enzimas -
glucosidasas y celulasas, para la formacion de los
compuestos responsables del aroma. El extracto natural de la
vainilla tiene muchos compuestos que le dan el sabor
caracteristico, son mas de 170 componentes aromaticos
volatiles que se han identificado (Azeez, 2008; Rao y
Ravishankar, 2000).

Los beneficiadores aplican diferentes procesos de
fermentacion, los cuales los definen en funcion de las
condiciones climaticas, disponibilidad del producto, destino
0 uso de la vainilla, o si utilizan el sistema tradicional (bajo
sol) o tecnificado (horno de conveccion). Pero tiene en
comun las cuatro principales etapas: marchitado, sudado,
secado y acondicionado.

5.1.1. Etapas de fermentacion de Vanilla

De acuerdo con lo realizado por los productores, se ha
reportado que la cosecha de las vainas deberd iniciarse en la
maiana, una vez que los frutos estén secos en forma natural.
Las vainas deberan acomodarse de manera horizontal en
cajas cosechadoras especialmente disefiadas para protegerlas
y mantenerlas ventiladas. Estas mismas cajas sirven para
trasportar las vainas al beneficio (COVECA, s/f). Existen
diferentes métodos de procesar las vainas de vainilla verde
con el objetivo de que obtengan el color, olor y sabor
caracteristico de las vainas para consumo. El beneficio o
curado, requiere la participacion de personal especializado,
de obreros que se forman paulatinamente en cada una de las
fases que conlleva el manejo de la vainilla. De acuerdo con
el avance y la experiencia adquirida, estas personas se
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clasifican en: aprendices, tenderos, oficiales (de segunda y
primera) y maestros. Estos especialistas ponen en juego los
sentidos del tacto, olfato, vista y oido para coadyuvar en la
obtencion de un producto de alta calidad. El proceso de
beneficiado se extiende desde enero a mayo, dependiendo del
clima y considerando los dias nublados y lluviosos que
interrumpen el proceso (Hernandez-Hernandez, 2011).
Aunque existen reportes donde especifican generalidades del
beneficio de las vainas, es necesario destacar que en la
actualidad no existe un protocolo estandarizado que todos los
productores puedan realizar, ya que ellos realizan la
fermentacion de las vainas de forma empirica y esto va
trasmitiendo de generacion en generacion. El objetivo del
curado es detener el proceso vegetativo natural y acelerar los
cambios que llevaran a la formacion de los constituyentes
aromaticos del sabor, principalmente la vainillina (Pacheco-
Reyes, 2009).

A continuacion, se describen las etapas mas comunes que de
acuerdo con los conocimientos compartidos por diversos
productores, se ha aplicado en el proceso (Anandaraj et al.,
2005; Damirén, 2004; Gillette y Hofman, 2000; Roldan et al.,
1998):

Acopio: Consiste en cuantificar el volumen y conocer el
estado de madurez y calidad de la vainilla con la que cuenta
o recibe el productor.

Despezonado: Esta es una etapa de suma importancia, que
consiste en separar manualmente el pedunculo floral
oprimiendo la base del raquis, ejerciendo presion y girando
el pedinculo con la yema de los dedos, evitando romper la
punta del fruto.

Lavado del fruto: Después del despezonado se sumerge dos
veces los frutos en una solucion de agua con cloro al 0.6% de
concentracion (10 mL de cloro comercial al 6% por cada 100
mL de agua). No todos los productores realizan este paso.
Marchitado: Consiste en detener la actividad fisiologica del
fruto verde, en esta etapa es cuando se inician las reacciones
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causadas por enzimas que facilitaran el desarrollo del aroma
y del sabor. El método tradicional y mas comun es utilizando
agua caliente bajo diferentes condiciones, después de su
inmersion, los frutos deben tener un color entre verde y café,
el cual es el indicador de que se hizo un buen marchitado del
fruto.

Sudado: Para el desarrollo de esta fase se promueven las
reacciones enzimaticas mediante el incremento de la
temperatura de las vainas al ser envueltas en franelas de
algodon y ser introducidas a un cuarto disefiado para este fin,
que debe ser lo suficientemente ventilado para evitar la
presencia de hongos. Al finalizar esta etapa los frutos deben
ser de color café “chocolate” y aroma suave. La humedad de
los frutos es de entre 60-70%. Si los frutos no cambian el
color, se colocan en bolsas de plastico negro y se exponen al
sol hasta que se oscurezcan y el color se homogenice.
Secado/soleado: Posterior al sudado, cada mafiana los frutos
se sacan del cajon y se colocan sobre lonas o tarimas al aire
libre para exponerlas a los rayos del sol e incrementen su
temperatura entre 45-60 °C por periodos de 30 min a 2 h.
Deposito normal: Los beneficiadores en esta etapa clasifican
los frutos beneficiados conforme a los criterios de aspecto y
longitud. Una vez clasificados se envuelven en papel
encerado y empaca en bolsas de plastico, hasta su
comercializacion.

6. Conclusion

Aun en la actualidad, no existe un unico procedimiento
estandarizado para la fermentacion de vainas de vainilla,
debido a que los productores realizan la fermentacion de
forma empirica. Aunque la mayoria de los productores
coinciden en los pasos a realizar, difieren en el desarrollo de
cada paso. Asimismo, no existe suficiente informacion sobre
las reacciones bioquimicas que ocurren durante el proceso de
la fermentacion. Con base en lo anterior, se plantea la
necesidad de establecer un protocolo estandarizado de
fermentacion que homogenice el producto y la calidad del
extracto. De igual manera se requieren estudios bioquimicos
que permitan saber especificamente las reacciones
enzimaticas que suceden durante todo el periodo de la
fermentacion. Lo anterior podrd abonar para garantizar
comercio con precios justos al trabajo de los productores de
este cultivo.
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