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Bacillus velezensis 83 PRODUCE ACETOINA EN LA RAI{Z DE Arabidopsis
thaliana COMO INDUCTOR DE RESISTENCIA A Botrytis cinerea

Eduardo Martinez Terrazas1, Mario Serrano3, Angel Arturo Guevara Garcia2, Leobardo Serrano-Carredn1
y Enrique Galindo1. 1Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, 2Departamento de Biologia
Molecular de Plantas, Instituto de Biotecnologia, 3Centro de Ciencias Gendmicas, Universidad Nacional
Auténoma de México. Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos. C. P. 62210 México.
eduaryts@ibt.unam.mx

Palabras clave: Bacillus velezensis 83, acetoina, Botrytis cinerea

Introduccion. Bacillus velezensis 83 (B. v83) es una
bacteria promotora del crecimiento vegetal y antagonista
de hongos fitopatdgenos. Sin embargo, se desconoce si B.
vB83 es capaz de activar la resistencia sistémica inducida
(ISR), un mecanismo de defensa activado tipicamente por
compuestos producidos por microorganismos benéficos
asociados a las raices (1). En este trabajo, se evalué como
afecta la interaccion B. v 83 - raiz de A. thaliana, sobre la
incidencia de lesiones por Botrytis cinerea en hojas.

Los objetivos fueron, 1) implementar un sistema in vitro que
permitiera evaluar la inoculaciéon de B. v83 en la raiz, 2)
evaluar la incidencia de lesiones de B. cinerea con la
aplicacién de B. v83 en diferentes horas previas de
interaccién con la planta, y 3) evaluar y, en su caso,
identificar el principal metabolito producido por B. v83 que
esté actuando como inductor de ISR.

Metodologia. Se adapt6 un sistema in vitro previamente
reportado (2), donde A. thaliana se desarrolla en
columnascon medio de donde una seccion de la raiz
emerge por el fondo, donde tiene contacto directo con
medio liquido en donde se inocula B. v83. La aplicacién
de B. v83 fuerealizado para que se permitiera una
interaccion durante diferentes horas previas de
tratamiento (hpt) a realizar la aplicacion de una
suspension de esporas de B. cinerea enhojas (24, 48y 72
hpt). Después de 72 h de infeccidn, se cuantificaron las
hojas que presentan lesiones respecto a las que se
infectaron con B. cinerea para determinar el porcentaje de
incidencia. Adicionalmente, se tomaron muestras del
medio liquido de interaccion, para analizarse por HPLC y
cuantificar metabolitos de B. v83 (3) en comparacién con
medios donde no se inoculé B. v83 (control). Los datos se
sometieron a analisis estadisticos por ANOVA Yy la prueba
de Tukey (P=0.05).

Resultados. EnlaFig. 1, se muestra el disefio del sistema
in vitro utilizado, asi como una imagen representativa del
desarrollo de las hojas de A. thaliana. Como se aprecia en
la Fig. 2A el tratamiento con B. v83 a los tres tiempos
resultaron en una menor incidencia de B. cinerea respecto
a la condicién control (plantas en las mismas condiciones,
pero sin inoculacién con B. v83). En la Fig. 2B, se aprecia
que, posterior a la inoculacion con el patégeno, la mayor
concentracion de acetoina se encontré en el tratamiento de
24 hpt con B. v83.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Crecimiento de A. thaliana en el sistema in vitro
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Fig. 2. Efecto de B. v83 por interaccidn con la raiz. A) Incidencia de B. cinerea en
las hojas, entre plantas inoculadas con B. v83 respecto a plantas sin B. v83, B)
Concentracidn de acetoina en el medio, bajo tres condiciones: cuando no hay B. v83
ni B. c.; cuando se aplica B. v83 sin B. c. trascurriendo las horas previas de
tratamiento (hpt); y cuando estan presentes B. v83 y B. c., habiendo transcurrido
las hpt y las 72 h de infeccidn con B. cinerea.

En la Fig. 2B. se aprecia que antes de aplicar B. cinerea, el
tratamiento de 24 hpt tiene una concentracién de acetoina baja,
pero después de la inoculacién del patégeno, la concentracion
es varias veces mayor. Los resultados sugieren que la presencia
de B. cinerea mejora la interaccion planta-B. v83, llevando a un
incremento en la sintesis de acetoina en favor de proteger la
planta.Conclusiones. Al interaccionar con la raiz, B. v 83 tiene
un efecto protector de la planta, que es coincidente con un
incremento en la sintesis de acetoina.
Agradecimiento. Beca CONACyT 924868; proyectoPAPIIT
(BG200618).
Bibliografia.

Kim, J. S., Lee, J., et al. (2015). Plant Pathology Journal. 31(2).pp.

195-201

Grady, E. N., MacDonald, J., et al. (2019). BMC Microbiology,19(1).

.1-14.
FI_;Ellderas-Ruiz KA, Bustos P, Santamaria Rl et al (2020). AMB
Express 10(1):163.

69


mailto:eduaryts@ibt.unam.mx

F A

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias

Area Il

Produccion de acido eicosapentaenoico en Phaeodactylum tricornutum
UTEX 646 enfuncion del pH en cultivos mixotréficos

Tania Castillo, Diego Ramos1, Enrique Galindo, Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis,
Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México,Cuernavaca, Morelos, México.
tania.castillo@ibt.unam.mx.

Palabras clave: P. tricornutum, EPA, mixotrofia

Introduccion El acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5)
pertenece al grupo de los acidos grasos Omega-3,
reconocidos por su efecto terapéutico en el tratamiento de
diversas enfermedades, entre las que se incluyen:
padecimientos del corazén, cancer, procesos
inflamatorios entre otros. Las microalgas son la fuente
primaria de los &cidos grasos omega-3. Phaeodactylum
tricornutum es una diatomea marina, la cual se ha
reportado como una fuente potencial para la produccién
de EPA, por su alto contenido de lipidos, de los cuales el
EPA puede representar hasta el 40 % dependiendo de las
condiciones de cultivol. En otras cepas de P. tricornutum
se ha demostrado que el crecimiento mixotréfico favorece
el crecimiento y la produccién de EPAZ. Adicionalmente,
se ha descrito que la produccién de lipidos se incrementa
a pHs mayores de 73.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la produccién
de EPA en cultivos mixotroficos de P. tricornutum UTEX
646 en biorreactor, en funcién del pH.

Metodologia. La estrategia experimental se dividi6é en dos
etapas: en la primera etapa se evalud, en matraces,el
crecimiento de P. tricornutum UTEX 646 y la produccién
de EPA en condiciones de autotrofia y mixotrofia,
empleando glicerol como fuente de carbono. En la
segunda etapa se evallo, en fermentador de 3 L, el
crecimiento y la produccién de EPA, bajo tres condiciones
de pH: 8, 9 y sin control. El crecimiento se evalué por
conteo celular y peso seco. El EPA se cuantific6 por
cromatografia de gases.

Resultados y discusién.En los cultivos en matraces, los
cultivos mixotréficos presentaron un incremento de 3.2
veces en laproduccién de EPA con respecto a los cultivos
autotrofos (Tabla 1).

Tabla 1. Crecimiento y produccidn de EPA en cultivos en matraces.

Condiciéon 3iomasa Produccién

decultivo (gL EPA(mg L?)

Autotrofia 0.3+ 6.4+28
0.05

Mixotrofia 0.4+ 205+15
0.10

En los cultivos sin control de pH se observé un
incremento del pH de 8 a 9 hacia el final del cultivo. En
contraste, en los cultivos a pH constante se logro
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mantener el pH a 8.1+0.1 y 8.8+0.2,respectivamente. En lo
gue se refiere al crecimiento celular (Fig. 1), fue mayor (40 %)
en la condicién a pH 8 con respecto a la condicién sin control
de pH, no observandose diferencias significativas entre los
cultivos a pH 9 y las otras dos condiciones evaluadas. Estas
diferencias no se reflejaron en la concentracion debiomasa,
alcanzando un promedio de 0.6 g L, independientemente de
la condicion de cultivo.
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Fig. 1. Cinéticas de crecimiento de P. tricornutum en cultivos
en fermentador a diferentes pHs.
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Fig. 2. Produccién de EPA en cultivos en biorrreactor

En lo que se refiere a la produccién de EPA (Fig. 2), en las tres
condiciones evaluadas, la mayor concentracion se alcanzo6 al
final del cultivo (11 dias). En funcion del pH, la concentracién
de EPA enlos cultivos a pH 9 fue 2.6 veces mayor con respecto
a la condicion sin control de pH, lo que sugiere que el pH podria
tener un papel importante en la biosintesis de EPA.
Conclusiones. La produccion de EPA en P. tricornutum UTEX
646 se favorecié en condiciones de mixotrofia y un pH de 9.
Agradecimiento. Fresenius Kabi GmBH, proyecto P- 9687
IBt-UNAM.
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SOIL MINERALOGY AFFECTS ORGANIC ACID PRODUCTION AND
PHOSPHORUS SOLUBILIZATION EFFICIENCY MEDIATED BY SEVERAL
NATIVE Trichoderma AND Aspergillus FROM MEXICO
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Palabras clave: Biosolubilization of phosphorus, Soil sorption capacity, Organic acids

Introduction. Phosphorus (P) is considered as the
scarcest available macronutrient for plants in most tropical
soil being a limiting factor for plant growth (1). The
application of rock phosphate (RP) has been extensively
studied to meet this requirement in crops, but the amount
of P released is too low to meet the plant demand (2). A
viable alternative to manage this problem is the use of P-
solubilizing rhizospheric microorganisms (PSM) to release
P from chemically unavailable forms (3). The objective of
this research was to evaluate the effect of the P sorption
capacity of different types of soils on the secretion profile
of organic acids (OAs) by several fungal isolates and its
effect on the in vitro solubilization efficiency of RP.

Methodology. Fungi were inoculated in liquid media with
or without RP and different soils (Andisol, Alfisol, Vertisol).
In these conditions, the type and amount of OAand the
amount of soluble P were quantified (4), and significant
differences were observed in relation to the OAs profile
and the amount of soluble P in different typesof soil.

Results. The pH of the media was inversely proportional to
the amount of soluble P. However, the efficiency to
solubilize RP lies in the release of OAs with low acidity
constants independently of the concentration in which they
are released.

a Soil mineralogy on P solubilization b Soil mineralogy on final pH culture medium
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Fig. 1. Evaluation of the effect on P solubilization in different soils inoculated
with different fungal isolates. (a) soluble P (H2PO *) and (b) final pH of the

culture medium. Three soils; Andisol, Alfisol and Vertisol and a control Without
Soil (SI) withfour different fungal strains.
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a Andisol b Alfisol

c Vertisol d Without Soil
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Fig. 2. Detection of the profile of OAs in different soils inoculatedwith
different fungi. Three soils were evaluated: (a) Andisol, (b)Alfisol (c)
Vertisol and (d) Without Soil (WS) with the four different fungi. All
values shown are the average of four replicates per treatment.

Conclusions. Therefore, it is proposed that the main
mechanism of RP dissolution is the production of OAs, with
oxalic> fumaric> succinic acid being the main OAs involved in
the efficiency of P solubilization.

Acknowledgments. Council for Science and Technology
(CONACYyYT) from the Mexican government grant number CB
250831.
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CAMBIOS HISTOLOGICOS Y CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS EN
Castilleja tenuiflora CULTIVADA IN VITRO AL APLICAR VANILLINA'Y Hz20:2
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Palabras clave: C. tenuiflora, haustorios, hemiparasita

Introduccidn. C. tenuiflora es una planta hemiparasita con
potencial terapéutico por sus propiedades farmacol6gicas
(1,2). En condiciones naturales, forma haustorios (Hs) en
sus raices a través de los cuales establece una interaccion
con sus hospederos para intercambiar recursos (2). En
condiciones in vitro, es factible inducir Hs utilizando
compuestos quimicos (CQs) como vanillina y H202 siendo
una alternativa de estudio. El objetivo del trabajo fue
analizar los cambios morfolégicos e histolégicos en raices
de plantas de C. tenuiflora y su contenido de compuestos
fendlicos por la aplicacion de CQs.

Metodologia. Se usaron plantas de C. tenuiflora de 21
dias de edad crecidas en tubos de ensaye donde se
aplicaron los CQs (25 puM) (3). Las muestras fueron
preparadas de acuerdo a metodologias ya descritas (4) y
se utilizd microscopia Optica (MO) y microscopia
electronica de barrido (MEB) para el analisis. Elcontenido
de compuestos fendlicos fue determinado porel método
de Folin-Ciocalteau a partir de extractos metandlicos de la
parte aéreay raiz (4).

Resultados. En presencia de CQs se observaron
diferencias morfolégicas e histolégicas en los Hs. En el
caso del control, los Hs fueron de forma alargada y
presentaron pelos haustoriales (phs) (Fig 1A). Por la
aplicacion de H203, los Hs fueron de forma ovoide y sin
phs (Fig 1C), mientras que con vanillina los Hs tuvieron
formas similares a las del control (Fig 1E). En los tres
casos, se observé que los vasos conductores del xilema
de los haustorios no se desarrollaron completamente (Fig
1BDF), lo cual también ha sido observado en condiciones

A "

Fig. 1. Haustorios inducidos en raices in vitro de C. tenuiflora aplicandoCQs.
A-B) Control, C-D) H,0,y E-F) Vanillina. Barra MEB= 1mm. BarraMO= 0.45mm.

Tabla 1. Compuestos fendlicos totales en plantas in vitro de C.
tenuifloradespués de la aplicacion de CQs

Muestra Control Vanillina H202
Parte 98.8+4.9 114.3+4.6 122.3+4.5
aérea
Raiz 93.7+0.5 118.3+3.4 95.9+45

naturales (2). Agradecimiento. Este trabajo fue financiado por el Instituto
El contenido de compuestos fenélicos fue mayor cuando Politécnico Nacional (Proyecto SIP20200523).
se aplicaron los CQs con respecto al control. En el caso Bibliografia

del H202, reportes indican su participaciébn en la
regulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios en
C. tenuiflora (5).

Conclusiones. La aplicacion de CQs en condiciones in
vitro en raices de C. tenuiflora permiti6 conocer las
diferencias morfolégicas e histolégicas en haustorios
inducidos bajo estas condiciones; asi como también
favorecio la produccién de los metabolitos secundarios de
esta especie vegetal.
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CAMBIOS FISIOLOGICOS EN PLANTAS DE Castilleja tenuiflora EN UN
SISTEMA DE HIDROPONIA DESPUES DE APLICAR VANILLINA Y H202 EN
CONDICIONES IN VITRO
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Palabras clave: Castilleja tenuiflora, hidroponia

Introduccion. Castilleja tenuiflora es una planta de
interés terapéutico (1) por lo que resulta de interés
establecer protocolos para su micropropagacion. Al ser
una planta hemiparasita, en condiciones in vitro (CIV) el
desarrollo del sistema radicular es lento por lo que se ha
recurrido al uso de compuestos fendlicos los cuales
sefializan el desarrollo de raices y de haustorios Hs (2).
En este trabajo, C. tenuiflora fue crecida en CIV y se
aplicaron vanillina (Van) y H202 (CQs) previo a su
transferencia a un sistema de hidroponia.

El objetivo fue evaluar los cambios fisioldgicos en plantas
de C. tenuiflora pretratadas con compuestos fendélicos
previo a su cultivo en un sistema de hidroponia.

Metodologia. Se usaron plantas de C. tenuiflora de 21
dias de edad crecidas en tubos de ensaye donde se
aplicaron los CQs (25 uM) (2) y un control (Ctl), y después
de 21 d fueron transferidas a un sistema de hidroponia (3)
en donde se midio la altura (cm), longitud de la raiz (cm),
longitud de las hojas (cm) y se observé por microscopia
Optica la densidad estomatal (4).

Resultados. La aplicacion en condiciones in vitro de los
CQs ocasion6 cambios en la morfologia de las raices con
respecto al Ctl (Fig 1A). Con Van, las raices fueron mas
vellosas (Fig 1B) y con H202 se formaron haustorios (Fig
1C). En hidroponia, las plantas pretratadas con los CQs
presentaron mas ramificaciones (Fig 1EF) y fueron mas
altas (Tabla 1), con respecto al Ctl (Fig. 1D y tabla 1).

Fig. 1. Raices, plantas en hidroponia y estomas de C. tenuiflora después
de aplicar CQs. Raices in vitro: A) Ctl, B) Van y C) H,0,, bar= 1mm. Plantas
en hidroponia: C) Ctl, D) Van y (E) H,0,, bar= 1cm. Estomas: A) Ctl,

B) Vany C) H,0, bar=1mm.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

De igual manera, las raices fueron 5 y 2 veces mas largas,
respectivamente, cuando se aplicé Van y H202con respecto al Ctl.

Las hojas fueron mas grandes en los pretratamientos con Van
y H202 con respecto al Ctl. El H202 participa en procesos
fisiolégicos como el desarrollo de las raices y se generan altos
niveles durante el metabolismo en plantas en eventos como
el transporte de electrones y fotosintesis; los cuales tienen un
papel central en los procesos de desarrollo tanto laelongacion
como la diferenciacién celular (5), lo cual explica las
diferencias observadas en este trabajo. Por otro lado, se
observé una mayor densidad estomatal cuando se aplicaron
los CQs (Fig 1HI), respecto al Ctl (Fig 1G). Al respecto, los
estomas participan en la transpiracién regulando la pérdida
de agua lo cual afecta el crecimiento y desarrollo de las
plantas.

Tabla 1. Aspectos fisioldgicos en plantas de C. tenuiflora cultivadas
en unsistema de hidroponia

Altura Longitudde raiz Longitud
(cm) (cm) dehojas
(cm)
Control 3.1+0.178 0.5 +0.308 0.46 +0.30°
Vainillina 4.1+0.28° 25+0.574 1.06 +0.05*
H,0, 5.6 + 1.254 1.0+0.118 1.23 +0.258

Media + SE de 3 experimentos (n = 30). Diferentes letras indican diferencias significativas entre
las medias a p < 0.05 de acuerdo con la prueba de Tukey.

Conclusiones. El tratamiento de C. tenuiflora en condiciones
in vitro con Van y H202 previo a su transferencia a un sistema
de hidroponia indujo cambios en la fisiologia de esta especie
vegetal con respecto al tratamiento Ctl.

Agradecimiento. El trabajo fue financiado por el Instituto
Politécnico Nacional (SIP-IPN 20200523).
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Bacillus velezensis 83 vs Colletotrichum gloeosporioides : ESTRATEGIAS DE
DEFENSA Y DE ATAQUE
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Palabras clave: Transcriptomica, interaccién, bacteria-fitopatégeno

Introduccion. En la naturaleza, hongos y bacterias
asociados a plantas entablan interacciones ecolégicas
interespecificas que afectan significativamente la salud de
su huésped (1). Durante estas interacciones, se
manifiestan diversos fenotipos especializados, entre los
gue se encuentran: la sintesis de metabolitos
antimicrobianos y proteinas de estrés (2, 3). El objetivo de
este estudio fue caracterizar a nivel cinético y
transcriptomico, la respuesta fisioldgica de B. velezensis
83, un agente de control biolégico (4), durante una
interaccion directa in vitro con Colletotrichum
gloeosporioides, un hongo fitopatdégeno.

Metodologia. Se realizaron cultivos axénicos y cocultivos
de la bacteria y el hongo en biorreactores tipo tanque
agitado. Se estudi6 la dindmica poblacional, velocidad de
crecimiento y la viabilidad. Ademas, se realiz6 un andlisis
de expresion diferencial (DGEA) a partir de muestras de
RNA bacteriano, obtenidas bajo condiciones de NO
limitacién nutricional. EI genoma de B. velezensis 83 se
us6 como referencia (NCBI CP034203, 4).

Resultados. Se detect6 una disminucién en la velocidad
especifica de crecimiento de la bacteria durante los co-
cultivos (Tabla 1) no asociada a cambios en viabilidad
celular. De acuerdo al DGEA, 461 genes en la bacteria
sufrieron cambios debido a la interaccién con el hongo. De
estos, 256 sufrieron induccion y 205 represion. El analisis
diferencial sugiere que la disminucién en la velocidad de
crecimiento estuvo asociada al desarrollo de un fenotipo
resistente contra el estrés. La respuesta consistié en la
induccién de regulones relacionados a la respuesta contra
el estrés oxidativo, tales como SigB y Spx, y proteinas de
resistencia contra antibioticos (Sistema LiaR/S, Figura 1).
El ndmero de genes regulados por el factor sigma SigB
representaron el 19% (88/461) del total de genes afectados
y se distribuyeron en 65 distintos operones, incluida la ruta
de autorregulacion de SigB (5). En correspondencia, vias
metabdlicas no dependientes de SigB relacionadas con la
homeostasis del estado redox (generacion de poder
reductor y degradacion de ROS), metabolismo del Fe y el
Zn, asimilacion del S, biosintesis de Cys, y enzimas
antioxidantes, también sufrieron induccién. Finalmente, la
presencia del hongo no afectdé a la mayor parte de la
expresion génica relacionada con la biosintesis de
antibidticos. De hecho, la viabilidad micelial del hongo
disminuy6 a lo largo del tiempo en los cocultivos.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Tabla 1. Velocidad especifica de crecimiento. Letras diferentes entre
tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

Bacillus Colletotrichum
u(hh) Axénico 0.45+0.06a 0.14+0.01b
Cocultivo 9 19+0.02b 0.17+0.04b
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Figura 1. Dindamica transcripcional en la via de autorregulacion de SigB y el sistema

de dos componentes LiaR/S debido a la interaccidn fungica.

Conclusiones. La estrategia de biocontrol de B. velezen

sis

83 consiste de dos elementos: A) Ofensivo,correspondiente a

la sintesis de antibidticos (péptidos no ribosomales
policétidos) y B) Defensivo, caracterizado por la sintesis
proteinas de estrés, inducibles por interaccion fangica.

y
de

El

segundo, no obstante, implica un compromiso metabdlico entre
la especializacion a la respuesta al estrés y el crecimiento

celular.
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LA SIMBIOSIS MICORRICICA ARBUSCULAR PROMUEVE EL DESARROLLO
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Introduccién. Stevia rebaudiana es un cultivo de importancia
econOmica, que produce edulcorantes bajos en calorias,
llamados esteviol glucdsidos y compuestos fendlicos. Estos
metabolitos tienen propiedades antioxidantes y pueden
acumularse en los tricomas [1]. La simbiosis micorricica
arbuscular es una de las interacciones mutualistas mas
importantes en la naturaleza [2]. Se sabe que la concentracién
de fosfato es importante en el desarrollo nutricional y simbidtico,
alterando la sintesis de metabolitos secundarios en las plantas
[3]. Sin embargo, estudios sobre estas caracteristicas en S.
rebaudiana son limitados.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
colonizacion micorricica en el desarrollo de tricomas y su
relacion con la acumulacion de compuestos fendlicos en S.
rebaudiana en diferentes concentraciones de fosfato.

Metodologia.
D Densidad de
R Irreguloris o g &

(150 esporas) b /7 Acumulacion de
(07 ) = compuestos
fendlicos

AL Colonizacién
\ " micorricica
"y ! /‘L‘

Fig. 1. Modelo esquematico utilizado para inducir la colonizacién micorricica
en conos de plastico. Zona | indica mezcla de sustrato (vermiculita-zeolita),
Zona Il (arena), Zona Il (vermiculita-zeolita). Las esporas de R. irregularis se

inocularon en la zona Il.

Resultados. Un 72.01% de colonizacion fue observado en raices
de S. rebaudiana fertilizadas con 200 uM de KH.PO4 (Fig. 2a). En
contraste, tan solo una colonizacion del 18.38%, se observo en las
plantas fertilizadas con 1000 uM de KH2PO, (Fig. 2b).

Fertilizacién con fosfato
(200'y 1000 uMm) [4].

Zona Il
Zona Il =

Zona |

" Esporas
germinando

Fig. 2. Colonizacion micorricica arbuscular de R. irregularis en raices de
S. rebaudiana fertilizadas con solucion Hoagland con 200 (a) y 1000 (b)
UM de KH,PO,.

El mayor nimero de cada tipo de tricoma se observo en plantas
colonizadas y fertilizadas con 200 pM de KH2PO4 (Fig. 3a),
aumentando 1,83, 2,11 y 2,64 veces, respectivamente (Fig. 3e,
3f y 3g) en comparacion con plantas de S. rebaudiana no
colonizadas (Fig. 3b). En plantas fertilizadas con 1000 uM de
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KH2PO4 no se observaron diferencias en el desarrollo de tricomas
sin importar el estado simbiético de las plantas (Fig. 3c y 3d).
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Fig.3.Efecto de la colonizacién micorricica en la densidad de tricomas de hojas
de S. rebaudiana.

La concentracion de compuestos fendlicos totales y flavonoides
fue de 5.2 y 4.2 veces mas, respectivamente, en las plantas de
S. rebaudiana colonizadas y fertilizadas con 200 uM de KH2PO4
(Fig. 4a) en comparacion con las plantas no colonizadas (Fig. 4b).
En plantas fertilizadas con 1000 uM de KH2PO4 no se observaron
diferencias significativas sin importar el estado simbidtico de las
plantas (Fig. 4ay 4b).

o

o m
a M+

Flavonoides
(mg EQ g PF)

Fendlicos totales @
(mg EAG g PF)
]

: £ u
200 1000
KH;POy en solucién nutritiva (M)

200 1000
KH,PQ, en solucién nutritiva (M)

Fig. 4. Efecto de la colonizacién micorricica en la concentracion de
compuestos fendlicos (a) y flavonoides (b) en hojas de S. rebaudiana

Conclusiones. Se demuestra que la colonizacion micorricica
induce el desarrollo de tricomas y la acumulacién de compuestos
fenodlicos y flavonoides en plantas fertilizadas con 200 pM de
KH2PO4.
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Bacillus cereus MH778713 HIPERTOLERANTE A CROMO COMO HERRAMIENTA
PARA LA REHABILITACION DE ZONAS CONTAMINADAS CON METALES
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Introducciéon. Bacillus cereus MH778713 es un
microorganismo obtenido de nédulos de Prosopis
laevigata, esta bacteria es capaz de tolerar altas
concentraciones de metales toxicos como Fe, Al y Cr,
ademas de bioacumular hasta 116 mg Cr/g de biomasa
(Ramirez et al., 2019). B. cereus MH778713 produce
compuestos volatiles organicos (VOCs) que ayudan a
semillas de Prosopis laevigata y Arabidopsis thaliana a
sobreponerse al estrés por Cr VI. Cuatro VOCs puros
fueron probados en su eficacia para proteger a la planta

frente al estrés por cromo, mostrando un efecto protector Fig. 3. Co-cultivacién de B. cereus MH778713 y P. laevigata/A. thaliana en
(Ramirez et al., 2020). placas bipartidas y oscuridad a 28°C.

Metodologia. La tolerancia de B. cereus MH77871 a
diferentes concentraciones de metales (Fe, Al y Cr) fue
determinada en medio YMA. La remocion de Cr de
soluciones acuosas se realizd usando el protocolo para
la 1,5-Difenilcarbazida (Ramirez et al.,, 2019). La
determinacion de los compuestos volatiles que produce
Bacillus cereus MH778713 se realiz6 mediante la técnica
GC-MS vy la actividad de los VOCS se realizd usando
diferentes concentraciones del compuesto puro
(Ramirez et al., 2020). -
Resultados. Fig. 4. Promocion de la germinacion de las semillas en estrés por cromo por
tetracosane, heneicosane, hentriacontane y 2,4-Ditertbutilfenol.

Conclusiones. Bacillus cereus MH778713 es una bacteria

1100 B con un alto potencial para ser usada como inoculante en
171000 I zonas contaminadas con metales tdxicos como el cromo,
1710000 [ ' . aluminio y hierro.
1/100 000 " S ' Agradecimiento. A la VIEP-BUAP-2018 proyecto ID00483
yCONACYT por la beca 273291.
Fig. 1. B. cereus MH778713 (A-C) y P. putida KT2440 (D—F) en medioYMAy Bibliografia.
YMA con15000 mg/L de Cr VI usando un método de drop plate (G-I) B. cereus Ramirez, V., Baez, A., Lopez, P., Bustillos, R., Villalobos, M. A.,
MH778713 y ()-L) P. putida KT2440. Carrefio, R., et al. (2019). Chromium hyper-tolerant Bacillus sp.
o MH778713 assists phytoremediation of heavy metals by mesquite
N v-oomexsozse trees (Prosopis laevigata). Front. Microbiol. 10:1833. doi:
3'0 10.3389/fmicb.2019.01833
) Ramirez, V., Munive,J.A., et al. (2020). Long-ChainHydrocarbons
g~ (C21,C24, and C31) Released by Bacillus sp. MH778713 Break
g Dormancy ofMesquite Seeds Subjected to Chromium Stress. Front.
" _ Microbiol. 10:1833. DOI=10.3389/fmicb.2020.00741

Coq (/L)
Fig. 2. Isoterma de Lagmuir para B. cereus MH778713 a 37°C, 130 rpm.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4 76



- N

‘a

e .
\QJ XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE CASCARA DE AJO (Allium sativum)
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Introduccion. La cascara de ajo (Allium sativum) es un
subproducto que no ha sido aprovechado ni estudiado a
profundidad, especialmente en relacién con su uso como fuente
potencial de compuestos bioactivos. Mas de 3.7 millones de
toneladas de subproductos del ajo se producen anualmente (1).
Lo que hace relevantes las diferentes propuestas de
valorizacién y disposicion de estos residuos que resulten
rentables y amigables con el medio ambiente. Mediante el
disefio y uso de sistemas de extraccion eficaces es posible
obtener distintos compuestos fendlicos a partir de las cascaras
de los vegetales (2). Asi mismo, los compuestos fendlicos,
gracias a sus propiedades antioxidantes, se han vuelto de
interés para el desarrollo de alternativas naturales que compitan
con conservadores sintéticos en la industria alimentaria (3). En
el presente trabajo se recalca la importancia de la valorizacion
de este residuo agroindustrial, proponiéndose la evaluacién de
la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes
en extractos de cascara de ajo.

Metodologia. Las cascaras se limpiaron y secaron a 40°C.
Posteriormente se pulverizaron y fueron tamizadas en una
malla de 2 mm. La caracterizacién se determiné segun
métodos estandar de la AOAC. Laextraccién se realiz6é por
maceracion agitada con etanol como solvente. La
cuantificacion de fenoles totales se realiz6 por Folin-Ciocalteu
mediante una curva estandarde acido galico y la actividad
antioxidante por el métodode captacién de radicales DPPH
(4). Se realiz6 un disefio experimental factorial 27k en el que
se probaron temperaturas de 22 y 50°C y 30 y 80% de
solvente tomando como variables de respuesta la
concentracién de fenoles y %inhibicién de DPPH. Los datos
se analizaron mediante pruebas estadisticas con un nivel de
confianza del 95% usando Minitab 19.

Resultados. Se determind la presencia de fenoles con
capacidad antioxidante en los extractos de cascara de ajo.
Asi mismo, en la figura 1 se logra observar la reduccion del
color violeta del control indicando que los extractos llevaron
a cabo una reaccién que evitd la oxidacion del DPPH.
También se puede observar una variacion segun el
tratamiento aplicado. Mediante un ANOVA se determind
que el factor de la temperatura y elde la concentracion de
solvente fueron significativos, siendo el arreglo de mayor
temperatura y %etanol el que incrementd la respuesta
(figura 2). Asi mismo, se observd quea temperaturas altas
se puede utilizar menor %solvente yobtener un resultado
similar a cuando se aplica una concentracién alta de

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

solvente a temperaturas bajas. Mediante una regresion, se
obtuvieron ecuaciones para las respuestas con ajustes >99%.
En la tabla 1 se muestra la comparacién entre los valores
experimentales y los tedricos calculados con las ecuaciones del
modelo en los que se obtuvieron porcentajesde error muy bajos,
por lo que se puede asumir que el modeloes replicable. De
igual forma, se realizi una matriz de correlacion de Pearson
obteniendo un coeficiente de 0.832, quemide el grado de relacion
lineal entre las respuestas. Indicandoque, a mayor cantidad de
fenoles, mayor es la actividad antioxidante.

Figura 1. Inhibicién de DPPH de contorno correspondientes al contenido de
fenoles totales y %Inhibicién de DPPH.

Figura 2. Gréficas de efectos principales y delos extractos de cascara de ajo.

Tabla 1. Comparacion entre valores tedricos del modelo de regresion y valores
experimentales.

Extractos  Parametros Datos experimentales Datos tedricos %Error

m m
. Temperatura mg GAE/100g . g . g X
Cédigo %Etanol X Sinhibicion  GAE/100g SInhibicion  GAE/100g %Inhibicion

(ec) cascara . i
cascara cascara
A 80 50 134.16 £ 0.04b 6230 + 0.49b 133.60 62.31 0.42 0.01
8 80 22 117.53 £0.01a 56.25 +0.49a 117.88 56.25 0.30 0.01
c 30 50 735:001d  51.59 £1.96a 73.87 51.59 0.46 0.01
D

30 22 58.54+0.01c 1850 +1.22c 58.10 18.30 0.75 0.02

media + DE. Los valores con (p <0.05). GAE: Equivalente de acido galico. Ecuaciones de

0.0990+0.011950*%Etanol+0.005625* Temperatura (=0.9962)

PPHE 1744+, e (=0.9955)

Conclusiones. Se recuperaron compuestos fendlicos entre
58.54 y 134.16 mgGAE/100g cascara que exhibieron una
capacidad de captacién de radicales libres entre el 18.9 y
62.3% de inhibicién de DPPH. Se determiné que a los niveles
mas altos de temperatura y %etanol se obtuvieron los mejores
resultados y que existe una correlacion positiva entre la
concentraciéon de fenoles y la capacidad antioxidante.
Agradecimiento Al CIBA unidad Tlaxcala por brindarnos el
espacio y los recursos para realizar la investigacion.
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INHIBICION in vitro DEL HONGO FITOPATOGENO Fusarium sp. DE
ZARZAMORA MEDIADA POR Bacillus spp
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Introduccion. Las bacterias endofitas asociadas a los
cultivos proveen de importantes beneficios a las
plantas promoviendo su crecimiento y exhibiendo
actividad antifangica ante diversos fitopatégenos (1).
En los Ultimos afios el cultivo de zarzamora (Rubus
subgénero Eubatus) se ha visto seriamente dafiado
por el hongo fitopatégenos

F. oxysporum, lo que ha repercutido
considerablemente en la pérdida de areas de
produccion (2). En este estudio se planteé analizar los
efectos antifingicos de las cepas bacterianas
endofitas E25, COPE52, UM96 y CR71 del género
Bacillus spp., sobre F. oxysporum.

Metodologia. Bacterias enddfitas. Se utilizaron las
cepas E25, COPE52,CR71 y UM96 de Bacillus spp.,
aisladas de plantas de zarzamora variedad Tupy en la
region de Ario de Rosales, Michoacan, México.

Hongos fitopatdgenos de zarzamora. Se utilizd el
hongofitopatégeno Fusarium oxysporum, aislado de
plantas de zarzamora del Municipio de Periban,
Michoacan, México. Pruebas de inhibicién in vitro.
Para difusibles se utilizé latécnica del rayado con la
bacteria en forma de cruz, y cajaPetri con division para
volatiles, el fitopatégeno se coloc624 horas después
de realizarse el rayado con cada una delas cepas, y se
incubaron a 28°C en oscuridad. Se medié elcrecimiento
micelial del hongo cada 24 horas por espaciode 6
dias. Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar con tres repeticiones, en donde cada
repeticiéncorrespondié a F. oxysporum inoculado con
la bacteria.

Los datos fueron analizados mediante un andlisis de
varianza y las variables que presentaron diferencias
significativas fueron analizadas mediante la prueba de
Duncan (P<0.05) utilizando el paquete estadistico SAS
version 9.2.

Resultados. Las cepas enddfitas de Bacillus spp.,
presentaron efectos inhibitorios in vitro sobre F.
oxysporum. En la emision de compuestos difusibles
destacé la cepa E25 inhibiendo con un 22.79%. La
emisiénde compuestos organicos volatiles también fue
la cepa E25la Gnica que presento un efecto inhibitorio
sobre F. oxysporum con un 10.4%. Las cepas E25,
COPE52 y CR71 presentaron un efecto inhibitorio
similar con un 13.7%.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Fig. 1. Efecto de la emisién de compuestos orgdnicos difusibles (derecha) y volatiles
(izquierda) producidos por las cepas enddfitas E25, COPE52, CR71, UM96 de Bacillus
spp., en el crecimiento micelial de F. oxysporum.

Control E25 COPES2 CRT1 UM96

Fig. 2. Imagen de la inhibicion mediante compuestos orgénicos difusibles (superior)
y volatiles (inferior) producidos por las cepas endéfitas E25, COPE52,CR71, UM96 de
Bacillus spp., en el crecimiento micelial de F. oxysporum.
Conclusion. Las cepas enddfitas del género Bacillus
analizadas inhiben el crecimiento de F. oxysporus mediante

compuestos volatiles y difusibles.
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EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE CASCARA
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Introduccion. Las enfermedades de las plantas causadas
por hongos resultan en enormes pérdidas econdmicas
afectando la calidad y cantidad del material vegetal. La
antracnosis es una enfermedad causada por
Colletotrichum spp. que genera lesiones que causan
podredumbre en frutos y generan grandes pérdidas
econdmicas en la etapa de pos-cosecha (1). Asi mismo, el
uso de fungicidas quimicos se encuentra bajo debate
debido al desarrollo de resistencias por parte de los
microorganismos y preocupaciones ambientales, lo que ha
incentivado el interés en los fitoquimicos como nuevas
fuentes de agentes antimicrobianos. Resultando de gran
importancia el estudio de productos naturales que exhiban
actividad antifingica. Por otro lado, el ajo (Allium sativum),
gracias a sus propiedades fitoquimicas ha sido reconocido
por presentar actividad contra bacterias y hongos (2). Sin
embargo, mas de 3.7 millones de toneladas de sus
subproductos se generan anualmente causando
contaminaciobn ambiental debido a su inadecuada
disposicion.  Finalmente, se ha reportado que
pretratamientos fisicos y bioldégicos sobre el material
lignoceluldsico, permiten recuperar de manera mas
eficiente los fitoquimicos mediante su extraccién con el
solvente adecuado (3).

El presente trabajo se enfoca en el estudio de las
propiedades antifingicas de los extractos de cascara de
ajo (CA) partiendo de la hip6tesis de que los subproductos
del ajo tienen una actividad antifungica similar al ajo fresco.
Ademads, se determiné la relacidn de esta con la presencia
de fenoles y la influencia de diferentes pretratamientos
sobre la CA en su actividad antimicrobiana.

Metodologia. Las cascaras de ajo fueron limpiadas y
sometidas a pretratamientos como fermentacion en estado
sélido con L.plantarum y salteado. Posteriormente las
muestras fueron pulverizadas y tamizadas (malla 2mm).
La extraccion se realizo por maceracion agitada a 50°C con
metanol 60% v/v como solvente. La cuantificacion de
fenoles totales se realizé por Folin-Ciocalteu (4) mediante
una curva estdndar de &cido gélico y la actividad
antifngica contra C. gloeosporoides se determiné
mediante agar envenenado. Se realiz6 un disefio
experimental de 1 factor y 3 niveles (2 pretratramientos el
control) tomando como variable de respuesta la actividad
antifangica. Los datos se analizaron mediante pruebas
estadisticas con un nivel de confianza del 95% usando
Minitab 19.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Resultados. Se determindé la presencia de fenoles con valores
entre 26.4+0.15y 58.54 £ 1.55 mg GAE/g extracto. Los valores
obtenidos fueron significativamente diferentes para todos los
tratamientos y el valor mayor corresponde al pretratamiento con
salteado. Asi mismo, se encontré que la actividad antifingica
de los extractos contra C. gloeosporoides fue mayor en los
extractos con pretratamiento de salteado y menor con el
pretratamiento de fermentacién. Por otro lado, se calculé el
indice de correlacién de Pearson entre estos dos factores
siendo este de 0.785 indicando una correlacion relativamente
alta entre la concentracion de fenoles y la respuesta
antifangica. En general se determiné que la aplicacion de un
pretratamiento de salteado previo a la extraccién aumenta la
actividad antifingica del extracto.

Figura 1. Fenoles totales y Porcentaje de inhibicién del crecimiento de C.
gloeosporoides por actividad antiftingica de extractos de CA. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre filas (pretratamientos) segun la prueba
de Tukey (P <0.05).

Conclusiones. Se demostré la capacidad de inhibicion del 36
al 76 % del crecimiento de C. gloeosporoides de los extractos
de céscara de ajo obtenidos mediante distintos pretratamientos
aplicados. Se encontré que, entre los extractos estudiados, se
obtuvo la mayor capacidad antifungica en los obtenidos a partir
de CA salteada, empleando una concentracién de solvente del

60% y temperatura de 50 °C.
Agradecimiento A los proyectos SIP 2021801 y 2154 por los
recursos facilitados.
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Introduccién. La acuicultura suministra mas de la mitad
de la produccion de alimentos en el sector pesquero,
por lo que se ha convertido en una de las practicas mas
importantes para la industria alimentaria a nivel mundial.
La gestidn, salud, calidad del agua y control de patégenos
son factores determinantes del éxito de la acuicultura. La
basqueda de alternativas para el mejoramiento de cultivos
y la proteccién contra patdégenos es de suma importancia
para evitar pérdidas en la produccién y prescindir del uso
de antibiéticos. El uso de extractos de plantas medicinales
ofrece una alternativa al uso de antibiéticos, sin el impacto
ambiental que éstos generan. Aunado al uso de
probiéticos, se puede obtener una alternativa integral para
el mejoramiento de cultivos acuicolas.

Se analizaron tres plantas medicinales como estrategias
ecoamigables, estimulantes de crecimiento,
inmunomoduladores y antagonistas de patdgenos para el
mejoramiento de cultivos acuicolas.

Metodologia. Se evalu6 la capacidad inhibitoria del
crecimiento y desarrollo bacteriano asociados al cultivo de
rana toro Americana (Lithobates catesbeianus), camarén
blanco (Litopenaeus vannamei) y ostion (Crassostrea sp.),
mediante extractos de Ocimum basilicum L (Albahaca) en
tierra y acuaponia, Rosmarinus officinalis (Romero) y
Origanum vulgare (Orégano) obtenidos por maceracion y
reposo en etanol (70 y 96%, 24 h y 15 dias), infusion y
decoccién en agua destilada, arrastre con vapor y resina.
Se evalud el potencial antibiético in vitro de los extractos
(1). Se realizd un cultivo experimental para probar los
extractos in vivo en camarén blanco (L. vannamei). Se
prob¢ la factibilidad de incluir el extracto de orégano en el
alimento pelletizado a través de encapsulados. Se
caracterizaron aislados bacterianos provenientes de
ambientes marinos y asociados a invertebrados marinos
por su potencial como probidticos in vitro.

Resultados. En la Tabla 1 se muestran los resultados de
la inhibicién del crecimiento de bacterias patégenas Gram
(-). El albahaca y orégano muestran un gran potencial
antimicrobiano, sin embargo, su adicion en el alimento de
camaron blanco no demostré diferencias significativas en
el crecimientoni supervivencia, pero si en la disminucion
de patégenos en el agua. Los extractos vegetales
concentrados pueden generar toxicidad en los
organismos de cultivo, por lo que el método de aplicacion
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Tabla 1.- Inhibicién de crecimiento bacteriano (R= de rana, Os=de ostién y
L= de camardn) con los extractos de A=Albahaca, Ag=Albahaca acuaponicay
0=0régano. @ dato no disponible, - sin halo, + halo <6.2mm, ++ 6.2- 10mm,

+++>10mm.
A Ag o
E Oz I E Oz ] E Oz [
Infuszion ¢ & a - +H - - +F -
Decoccion -+ - @ @ @B - -
Alechol 70 24hl 6 8 a +H++H++ 5 0 @
154 - + - = + + @ @ @
Alcchol?6 2db|+ + - + =+ - + + -
15d + + - -+ + 0+
Arrastre = - H -
Resina H+ 3 @5 @ HHE H
Resina 50%% +H ++++ s & @ ++ +H +++

con mejores expectativas es la encapsulacion y pelletizado
con el alimento, sin modificar las caracteristicas de flotacion
y palatibilidad. Falta evaluar los encapsulados de plantas en
cultivos experimentales. Se realizé una blasqueda de
bacterias asociadas a invertebrados y ambientes marinos,
dado el efecto benéfico de la adicién de bacterias en cultivos
experimentales (2). Se evaluaron bacilos Gram (+)
simbiontes de moluscos y se examinan simbiontes de otros
invertebrados marinos.

Conclusiones. El extracto de orégano por arrastre mostro
el mas alto potencial de inhibicion de patégenos pero su
administracion debe ser evaluada en método y dosis. La
adicion de encapsulados de plantas medicinales y de
bacterias probiéticas son estrategias prometedoras para el
mejoramiento acuicola.

Agradecimientos. Esta investigacion se llevd a cabo con
recursos del Programa para el Desarrollo Profesional
Docente, para el tipo Superior, SEP-PRODEP UDG-PTC-
1483 y UDG-PTC-1410.
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Introduccion. Introduccion. Bacillus velezensis 83 (Bv 83)
es efectivo para el control biolégico (CB) de hongos
fitopatdgenos devarios cultivos de importancia econémica
y como bacteria promotora del crecimiento de plantas
(PGPB) como maiz y Arabidopsis thaliana (1). B. cinerea
(moho gris) es el segundo hongo fitopatégeno mas
importante anivel mundial afectando a mas de 200 especies
de plantas (2), incluyendo el jitomate. El jitomate
(Lycopersicum esculentum L.) es la hortaliza mas
importante en produccion a nivel mundial y México es el
principal pais exportador de este producto (3). Los objetivos
de este trabajo fueron 1) evaluar el potencial deBv 83 como
PGPB en jitomate cultivado en invernadero y 2) evaluar la
eficacia de Bv 83 como antagonista de B.cinerea en
ensayos in vitro con hojas y frutos de jitomate.

Metodologia. Se evalu6 el efecto de la aplicacion de Bv83
(alta'y baja concentracién) al sustrato de plantas de jitomate
(var. Frodo), sobre la produccion de frutos. Fungifree AB®
es un biofungicida que contiene dos factores de
antagonismo de Bv 83: las células y los metabolitos
sintetizados durante el proceso deproduccién. Por lo tanto,
se realizaron ensayos in vitro deCB de B. cinerea utilizando
hojas y frutos de jitomate. Los tratamientos fueron: 1) células
de Bv 83 (células + soporte sdlido), 2) metabolitos de Bv 83
(sobrenadante +soporte soélido) y 3) Fungifree AB® (células
+ sobrenadante + soporte sélido). El control fue el soporte
sélido del formulado de Fungifree AB®. Se incluydé un
tratamiento quimico (Clorotalonil) como control positivo. Se
aplico un ANOVAY la prueba de Tukey (a=0.05) a losdatos
obtenidos.

Resultados. La mayor produccion de jitomate se alcanzd
con una alta concentracion de B. velezensis 83, que logré
una produccion de 4.5 Kg/planta (Fig. 1A), lo que
corresponde a un rendimiento de 254 ton/Ha/afio (Fig. 1B).
Con este tratamiento se logré incrementar la calidadde los
frutos, alcanzando un 63% de frutos de 12 calidad (=100
g/fruto). En cuanto a la produccion de frutos de 22 y 32
calidad, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Con ensayos de CB in vitro se observé quelas
células fueron el principal factor que contribuyé en la
eficacia de CB vs B. cinerea en hojas (32-70%) (Fig. 2A)y
en frutos (89-97%) (Fig. 2B).
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En ambos casos, el CB con metabolitos (<10%) fue el de
menor eficacia. El tratamiento quimico tuvo mayor control de
la infeccion en hojas (>95%) que en frutos (58%).
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Fig. 1. Efecto de Bv 83 aplicada al sustrato de plantas de jitomate. Baja:
1x10° UFC/planta, Alta 1x108 UFC/planta: A) productividad y B)
rendimiento (calidad: 12 2100 g, 22 <99 g, 32 <60 g).

A) B
a a a
100
b b
. 80 1
B
_g 60 - ¢ c
3
= 40
w d
20 A
0 J
Q M Cc F Q M Cc F

Fig. 2. Eficacia de Bv 83 vs B. cinerea: A) hojas y B) frutos de
jitomate. Q: quimico, M: metabolitos, C: células, F: Fungifree AB®.

Conclusiones. Bv 83 incrementa la produccion y la calidadde

jitomate de plantas cultivadas en invernadero. En Fungifree
AB® las células de Bv 83 son el principal factor de

antagonismo para el control de B. cinerea en hojas y enfrutos
de jitomate. Agradecimiento. Beca CONACyT 361862;
proyecto DGAPA (1G200618).

Bibliografia.

Dean R, VanKan JA, Pretorius ZA et al (2012). Mol Plant Pathol 13(4):414-430.
Balderas-Ruiz KA, Bustos P, Santamaria Rl et al (2020). AMB Express
10(1):163.

FAOSTAT, 2019. Crops. Consulta en linea
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

17/04/2021. En

81


mailto:karina.balderas@ibt.unam.mx
http://www.fao.org/faostat/en/%23data/QC

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

; .‘\" S ™ 'h

Memorias

Area Il

ACTIVIDAD ANTIINCRUSTANTE DE EXTRACTOS OBTENIDOS DE
Staphylococcus aureus AISLADA DE Rhizophora mangle

Diana Sdnchez Rodriguez, Mauricio Mufioz Ochoa, Erika Guadalupe Rico Virgen, Ruth
Noemi Aguila Ramirez. Instituto Politécnico Nacional- Centro Interdisciplinario de
Ciencias Marinas. Desarrollo de Tecnologias. C.P.23096, La Paz, B.C.S.
raguilar@ipn.mx

Palabras clave: Extractos crudos, pinturas, inhibicién de asentamiento

Introducciéon. Para controlar el biofouling se han
utilizado pinturas a base de compuestos que son téxicos
para los organismos marinos, debido a esto y al hecho
de que los compuestos se vuelven persistentes en el
ambiente, existe un esfuerzo intensivo hacia la busqueda
de soluciones mas amigables con los organismos no
objetivo y que sean biodegradables @. En este sentido,
las bacterias han demostrado ser una fuente de
compuestos con potencial antiincrustante @ 3),

Por ello, el objetivo fue evaluar la actividad
antiincrustante de los extractos organicos obtenidos de
Staphylococcus aureus aislada de Rhizophora mangle.

Metodologia. Se obtuvieron 15 extractos variando el
medio de cultivo y los solventes utilizados para la
extracciobn. Fueron probados frente a bacterias
formadoras de biopeliculas (BFB) y se evalué su
toxicidad frente Artemia franciscana. Los extractos que
presentaron los mejores resultados fueron incluidos en
Phytagel para realizar el ensayo de actividad
antiincrustante en el medio marino, a diferentes
concentraciones durante 30 dias. Se seleccionaron los
extractos que demostraron mayor  actividad
antiincrustante y fueron evaluados por su capacidad de
inhibir BFB, microalgas, asi como a la enzima
fenoloxidasa y actividad tdxica frente a la linea celular
16HBE. Finalmente, los extractos elegidos fueron
incorporados en una matriz de pintura a la concentracion
més efectiva y se evalud su efectividad en el medio
marino.

Resultados. Los extractos obtenidos con el medio TSB
se seleccionaron por demostrar los mejores resultados
inhibiendo BFB, estos extractos también presentaron
niveles bajos de toxicidad frente a artemia con una CLso
mayor a los 1,000 ug/mL. Entre los extractos obtenidos
con diferentes disolventes y concentraciones probadas
no se encontraron diferencias significativas, teniendo un
promedio de 4% de cobertura con respecto al blanco
(25%) (Fig. 1). Del ensayo anterior se seleccionaron los
tres mejores extractos para ser evaluados por su
capacidad antagobnica, los cuales mostraron una
tendencia a inhibir la adhesion de los microorganismos
probados y son inocuos frente a la linea celular probada.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Placas de Phytagel conteniendo los diferentes extractos A)Resina
Diaion® HP-20, B) CHCl3, C) CH,Cl,, D) Acuoso, E) Controlpositivo (CuSO,),
F) Control Negativo.

Solo el extracto obtenido con CH2Clz inhibi6 a la enzima
fenoloxidasa y se seleccioné junto con el extracto acuoso, que
mostré los mejores resultados en todos los bioensayos,
para ser incorporados en una matriz de pintura a la
concentracién més efectiva (1.5 y 3 mg/mL, respectivamente)
y aplicarla sobre placas acrilicas, utilizando como control
pintura con cobre. La pintura con el extracto acuoso mostro
una cobertura del 46%, mientras que la que contenia el
extracto con CH2Clz fue de 32% (Fig. 2).

Fig. 2. Fotografias a los 90 dias de que las placas de pintura fueronsumergidas.
A) Fase Acuosa, B) CH,Cl,, C) CuSO, y D) C-.

Conclusiones. EIl extracto obtenido con CH2Cl2 es el mas
efectivo para inhibir el asentamiento de organismos.
Agradecimiento. A CONACyT, BEIFl y PPG.
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Introduccion. Las bacterias pertenecientes al género
Bacillus poseen caracteristicas que las convierten en
prometedoras candidatas para la bioprospeccion de
agentes de control microbiano (1). Entre los productos
de éstas, se encuentran los péptidos antimicrobianos
de tipo bacteriocina (2), que son un grupo heterogéneo
de biomoléculas de naturaleza peptidica, con conocida
actividad antimicrobiana, destacando su actividad
bactericida frente a patébgenos de importancia
alimentaria, industrial y farmacéutica (3). El objetivo de
este trabajo, es evaluar la produccidon y actividad
antibacteriana, de compuestos peptidicos aislados de
cepas de Bacillus de origen marino.

Metodologia. A partir de una coleccion de 167 cepas
de Bacillus aisladas de condiciones marinas, se evalu6
la actividad antimicrobiana de cada una de ellas
mediante pruebas de difusion en agar en gota (DAG)
utilizando Listonella angillarum, como cepa patégena
indicadora. Para la obtencién de los compuestos se
evaluaron los periodos de produccién y se utilizé un
tratamiento a 4°C y diferentes modificaciones demedios
de cultivo a pH 6. Posteriormente se realizé unadigestion
enzimatica con proteasas, para confirmar la naturaleza
proteica de los compuestos. Se llevd a cabo una
precipitacion diferencial con (NH,),SO, al 80% y un
fraccionamiento por peso molecular mediante
ultrafiltracién.  Finalmente, los productos fueron
visualizados por electroforesis en geles SDS-Tricine-
PAGE. Mediante métodos autobiograficos, se evidencié
la actividad y se confirmé la naturaleza quimica del
compuesto aislado.

Resultados. De las 167 cepas evaluadas, 58 cepas
fueron consideradas como activas por la formacion de
halos de inhibicion a partir de sobrenadantes libres de
células (SLC). No obstante, en una segunda etapa en
donde se realizd digestion enzimatica, se selecciono
Unicamente la cepa 41Bf (correspondiente a Bacillus
firmus) como la mejor productora de compuesto con
actividad antibacteriana de naturaleza proteica frente a la
cepa indicadora por lo que se procedio a la extraccién de
los compuestos activos mediante la precipitacion (Fig. 1).

El compuesto activo extraido es estable luego de la
exposicion prolongada a diferentes temperaturas, pH y
radiacion UV. Mediante autobiografia del SDS-Tricine-
PAGE, se evidencid la presencia de actividad de una

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

banda unica, alrededor de los 5-7 kDa (Fig. 2). La fraccion 3
fue activa frente a 17 cepas patdgenas de interés acuicola y
humano.

Fig. 1.- Prueba DAG del extracto de la cepa 41Bf. Donde se observa la formacién de
zonas de inhibicidn frente a la cepa indicadora. Los circulosgrises evidencian la
precipitacién total de los compuestos.

Fig. 2.- SDS-Tricine-PAGE al 20%. M, marcador de peso molecular; F3-F3"",réplicas
de la fraccidn de peso molecular inferior a los 10 kDa; proteasas, digestion
enzimatica de la fraccidn. Las flechas rojas indican el halo de inhibicion.

Conclusiones. Bacillus firmus es un excelente candidato para
la blsqueda de compuestos bioactivos. Evidenciando la
produccibn de compuestos activos con caracteristicas
favorables y atractivas para su posible uso en la industria.
Hasta el momento no se han descrito compuestos activos de
tipo bacteriocina producidas por B. firmus, volviendo a este
trabajo, el primer reporte para esta especie.
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SIP-IPN por el financiamiento del proyecto SIP202000757. Y
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en el desarrollo del proyecto.
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Introduccidén. El uso y aprovechamiento de las diversas
especies del género Agave data desde épocas
prehispanicas (Mora-Lopez et al., 2011). En las regiones
aridas y semiéridas la escasez de forrajes ha propiciadola
introduccion de forrajes no convencionales como Opuntia
spp. (nopal), Dasylirion spp. (sotol) y Agave spp.(maguey)
(Valdez-Cepeda et al., 2012). Una forma de preservar los
forrajes es el ensilado, la fermentacién lactica disminuye
la concentracidn de bacterias patégenas y la produccion
de metano en el rumen (Galina et al., 2008).

Este trabajo tuvo como objetivo ensilar la pulpa de las
pencas del Agave salmiana que queda como residuo
después del desfibrado; seguir la cinética de las
poblaciones microbianas durante el proceso y evaluar su
digestibilidad.

Metodologia. Las pencas fueron desfibradas
manualmente (Figura 1a). Se colocaron 2 kg de pulpaen
cada reactor, esta fue compactada y ensilada a
temperatura ambiente. Los microorganismos fueron
cuantificados en agar nutritivo (bacterias mesdéfilas), agar
papa dextrosa (hongos y levaduras) y agar MRS
(bacterias acido lacticas). Las bacterias lacticas fueron
identificadas mediante secuenciacion del gen 16s RNA a
partir de las colonias purificadas en MRS. Para la
degradacion in vitro de materia seca (DIVMS). Se us6 un
cultivo mixto de bacterias ruminales extraido del rumen de
una vaca Jersey con canula ruminal.

Resultados. En la figura 1b se observa que la mayoria de
las bacterias mesdfilas corresponden a bacterias lacticas
presentes en la materia prima. La poblaciénalcanza el
nivel maximo a las 96 horas y se mantiene constante
hasta las 300 horas, después de este tiempo,disminuye
lentamente. Las bacterias lacticas al final del proceso
identificadas son Lactiplantibacillus sp, Leuconostoc sp,
Lacticaseibacillus sp y Enterococcus sp.La DIVMS del
ensilado es similar a la del maiz, lo que sugiere que éste
podria ser un producto excelente para la alimentacion de
vacas lecheras (Figura 1c).

Conclusiones. El ensilaje de la pulpa del magueyse lleva
a cabo con las bacterias lacticas de la misma, y presenta
una alta digestibilidad in vitro de materia seca.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Fig. 1. a) Desfibrado de pulpa de pencas. b) cinéticas del ensilado
(cadapunto de color representa una réplica de silo, linea naranja — pH,
c) DIVMS (%)
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Introduction. Recientemente, las  propiedades
dermoprotectoras de las plantas han sido aprovechadas
por la industria farmacéutica y cosmetolégica, debido al
descubrimiento de compuestos fitoquimicos con
actividad antioxidante involucrados en modular la
respuesta inflamatoria y acelerar el proceso de
regeneracion epitelial, estas bioactividades han sido
asociadas a la presencia de compuestos fendlicos,
principalmente los flavonoides, loscuales han
demostrado que son capaces de promover la migracién
de fibroblastos al mimetizar la actividad de moléculas
como el factor de crecimiento transformante B (TGF-p)
[1]. Por otro lado, el cultivo de tejidos vegetales
representa una alternativa novedosa que garantiza
homogeneidad en la produccion de compuestos
bioactivos de plantas [2]. Las plantas de crucetillo
(Randia sp.) son usadas en la medicina tradicional para
el tratamiento de afecciones de la piel [3]. Por lo que el
presente trabajo tienecomo objetivo obtener extractos de
frutos y de cultivos in vitro de Randia sp., para
determinar la actividad antioxidante, el contenido de
fenoles y flavonoides, y en unestudio posterior, conocer
su capacidad regenerativa.

Metodologia. Biomasa liofilizada de frutos (F) de Randia
sp., asi como de plantulas germinadas in vitro (P) y
cultivos de células en suspension (CS), fue empleada
enla elaboracién de extractos a partir de su macerado
conlos solventes: agua (A), etanol (E), metanol (M), E-A
(:1) y M-A (1:1) durante 1 h, asistidos por bafio
ultrasonico a 54 KHz durante 1 h. A los extractos y al
licor artesanal de Randia sp. (AG), se les determiné el
contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteau, flavonoides por el método de tricloruro de
aluminio, y la capacidad antioxidante por los métodos de
los radicales ABTS y DPPH. Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado y sujetos a un andlisis de
varianza, y la comparacion de medias por la prueba de
Tukey (p<0.05).

Resultados. De los 16 extractos obtenidos, se observo
unsignificativamente mayor contenido de fenoles totales
en los extractos hidroalcohélicos provenientes de
plantulas (Fig. 1). Por otro lado, el mayor contenido de
flavonoides se encontré en el extracto metandlico de
plantulas. Y en términos generales, el tejido que mostré
la mayorpresencia de fenoles y flavonoides es la plantula
(Fig. 1), respecto al tipo de solvente, los hidroalcohdélicos
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muestran el mayor contenido de fenoles totales, mientras
gue, para el casode flavonoides, el licor artesanal mostré
altos contenidos. Respecto a las diferencias en el tipo de
tejido, se pueden atribuir al grado de diferenciacion de las
plantulas, ya que la sintesis de metabolitos secundarios
puede estar asociada a tejidos o célulasespecializadas [2].
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Figura 1. Contenido de fenoles y flavonoides y capacidad antioxidante, de los
extractos de Randia sp.

El contenido de fenoles totales en plantulas (63.24 mgEAG/g
extracto) es similar a lo reportado para extractos etandlicos
de hojas de R. uliginosa (85 mgEAG/g extracto) [4]. En
contraste, sehan encontrado 413 mg EAG/g extracto en R.
monantha [5], lo querepresenta un contenido >10 veces a lo
determinado en el presente trabajo. Con lo que respecta a la
capacidad antioxidante,no se observaron diferencias en los
extractos de los diferentes tejidos, pero el extracto artesanal
mostré mayor actividad (Fig. 1).

Conclusiones. Los extractos provenientes de Randia sp. son
unafuente potencial de compuestos fendlicos y flavonoides
de elevada capacidad antioxidante que podran ser utilizados
posteriormente en la evaluacién de su potencial regenerativo
en lineas de cultivo celular.
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Introduccién. Los hongos ectomicorrizicos (HEM) juegan
un papel crucial en la adquisicién y transporte denutrientes
hacia sus hospederos (1). Debido a esto han cobrado
relevancia como biofertilizantes. Para la produccion de
in6culo vegetativo de HEM una técnica con buenos
resultados es el cultivo liquido (2). Sin embargo, uno de los
factores de relevancia para el desempefio de estos cultivos
es la relacion C:N delmedio de cultivo (3). Se ha reportado,
in situ, que una amplia variedad de especies de HEM son
sensibles al aumento en la concentracion de N, condicion
gue tiene impacto negativo en la produccién de esporomas
y micelio extraradical, asi como en los niveles de
colonizacioén radical (4). Considerando lo anterior en este
proyecto se evalué el efecto del cultivo in vitro del HEM
Laccaria trichodermophora CA15-F10, sometido a
diferentes relaciones C:N, sobre su infectividad.

Metodologia. El cultivo in vitro del HEM se realizé siguiendo
la metodologia usada por Angeles-Argaiz (5). Se plantearon
4 tratamientos, medio de cultivo BAF (C:N 16:1) y BAF
modificado (C:N 20:1, 16:1 y 12:1), usando como fuente de
N urea. Para establecer las relaciones C:N se modifico la
concentracion de la fuente de N, 20:1 (0.440 g/L),16:1 (0.554
g/L) y 12:1 (0.747 g/L),manteniendo la fuente C constante (10
g/L de glucosa). Para controlar la alcalinizacion del medio se
adicion6 Buffer MES 0.1 M a los tratamientos con medio BAF
modificado. Una vez obtenido el micelio se inocularon plantas
de Pinus montezumae para determinar el porcentaje de
colonizacién radical a 3 y 6 meses.

Resultados. En la revision a 3 meses el mayor porcentaje
de colonizacion se observo en el tratamiento BAF (44.87+
2.07%) y C:N 16:1 (43.50 £ 4.68%), mientras que el menor
porcentaje de colonizacién se presentd en el tratamiento
C:N 20:1 (31.02 + 2.13%) y C:N 12:1 (35.02 + 2.95%)
(p<0.001) (fig. 1). En la revision a 6 meses se observo
mayor variabilidad en el porcentaje de colonizacion en
comparacion con la revision a 3 meses (fig. 1). El
tratamiento que presentd el menor porcentaje de
colonizacion fue la relaciéon C:N 12:1 (32.00 = 8.69%),
mientras que el tratamiento con mayor porcentaje de
colonizacién fue BAF (59.90 £ 7.98%). Sin embargo, este
resultado no fue estadisticamente diferente del tratamiento
C:N 16:1 (49.83 + 6.93%) y 20:1 (49.04 + 4.87%)
(p<0.001).
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Fig. 1. Porcentaje de colonizacién radical en Pinus montezumae a 3
y 6 meses después de la inoculacién.

Conclusiones. De manera similar a lo reportado en los
trabajos realizados in situ el porcentaje de colonizacién
micorrizico se vio afectado negativamente en el micelio que
fue cultivado in vitro bajo una concentraciéon de N mayor. Es
posible que el micelio del HEM contienda con esta
condicién ajustando su metabolismo, favoreciendo rutas
catapleréticas para metabolizar el N asimilado, lo cual
podria afectar la sintesis de compuestos necesariospara el
establecimiento de la simbiosis ectomicorrizica

Agradecimiento. Posgrado en Ciencias Bioquimicas,
UNAM, CONACYT (becas de doctorado CVU. No. 553999)
y Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacién Tecnoldgica (PAPIIT- UNAM IT-200719).
Programa Institucional del Instituto de Investigaciones
Biomédicas-UNAM: “La produccion de biomoléculas de
interés biomédico en bacterias y hongos”.

Bibliografia.

Brundrett, M, C. 2009. Plant and Soil 320 (1) : 37-77.

Rossi, M, J; Furigo Jr, A Y Oliveira, V, L. 2007. Food Technol.
Biotechnol. 45 (3) : 277-286.

Fazenda, M, L; Seviour, R; McNeil, By Harvey, L, M. 2008. Adv.Appl.
Microbiol. 63 : 33-103.

Stuart, E, Ky Plett, K, L. 2020. Front. Plant Sci. 10 : 1658.

Angeles-Argaiz, R, E; Carmona-Reyes, |, A; Quintero-Corrales, C, A;
Medina-Macias, F, J; Blancas-Cabrera, A; Valdez-Cruz, N,A; ... y
Garibay-Orijel, R. 2020. Fungal Biotechnology. 124 (3-4) : 205-218.

86


mailto:maurotru@gmail.com

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

. .‘\“ l \ ﬁ q

Memorias

Area Il

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE MICROSATELITES EN LIMULUS POLYPHEMUS, ’
UTILIZANDO TECNICAS DE SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

Juan José Sandoval-Gio?, Roberto Zamora-Bustillos?, Reyna Cristina Colli-Dula3, José Francisco
Jiménez Sosa?, Héctor Javier Ortiz-Ledn®. 'Tecnolégico Nacional de México campus Tizimin,
Tizimin, Yucatén, México, 2Tecnoldgico Nacional de México campus Conkal, 3CINVESTAV-IPN
Unidad Mérida, “Tecnoldgico Nacional de México campus Chetumal.
juan.sandoval@ittizimin.edu.mx

Palabrasclave: Marcadores moleculares, microsatélites, Limulus polyphemus

Introduccioén. En los dltimos afos, gracias al vertiginoso
avance de las técnicas moleculares, se han desarrollado
multiples marcadores para evaluar la variacion genética
de las especies. El estudio de las secuencias de
microsatéliteses de gran utilidad, ya que son una de las
mas variables dentro del genoma. Se caracterizan por una
alta heterocigosidad y la presencia de mdultiples alelos que
hancontribuido, junto con su codominancia, a convertirlo
en el marcador molecular de preferencia en la actualidad.
El objetivo del trabajo es identificar marcadores
microsatélitesde novo de Limulus polyphemus para su
aplicacion en genética de poblaciones mediante la técnica
de secuenciacién masiva.

Metodologia. Se recogié la hemolinfa, de ellas se extrajo
el ADN para ser secuenciado por técnicas de segunda
generacion, y el andlisis se realizd en forma silica,
finalmente, se seleccionaron tetranucleétidos de 4,5y 6
repeticiones. Una vez obtenidas las secuencias, se
disefiaron 15 pares de cebadores con el programa
Primers3, posteriormente validados en 20 individuos de
unapoblacién de Rio Lagartos.

Resultados. Del andlisis de 57 millones de lecturas,
segeneraron 71 microsatélites de tipo trinucleétido, 43
decinco repeticiones, 21 de seis repeticiones, cinco de
siete  repeticiones, mientras que, para los
tetranucleotidos, se identificaron 84 de cuatro
repeticiones, 11 de cincorepeticiones y cinco de seis
repeticiones. Se observé que la mayor proporcién de
secuencias se encuentran en losmicrosatélites que tienen
un menor ndmero de repeticiones. mientras aumenta el
ndmero de repeticiones, disminuye elnimero de lecturas
y viceversa, esto posiblemente se deba a la misma
naturaleza del genoma de esta especie, dondeno ha
evolucionado durante millones de afios, lo cual no ha
permitido que existan cambios morfol6gicos en varias
erasgeoldgicas, como se evidencia con su ancestro
Limulusdarwini de 148 millones de afios atras.
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Fig 1. Imagen del gel de agarosa resultado de la validacion de las tallas de
microsatélites en gel de agarosa.

Conclusiones. La técnica de secuenciacion masiva delADN
de nueva generacion es una técnica avanzada, la cual nos
permiti6 generar un numero adecuado de marcadores
moleculares tipo microsatélites para la apli- cacién de
estudios genéticos poblacionales.

La siguiente etapa del trabajo consistiria en validar estos
microsatélites en geles de poliacrimida para evaluar el nivel
de polimorfismo que presentan, y su posterior aplicacion en
la genética de la conservacion de poblaciones de esta
especie.
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Introduccion. Las betalainas son una clase de pigmentos
nitrogenados encontrados en plantas pertenecientes al orden
de las Caryophyllales, a la cual pertenece Stenocereus
gueretaroensis, cuyo fruto denominado pitaya, acumula
grandes cantidades de estos compuestos, lo que representa
una alternativa para la obtencién de pigmentos naturales. Sin
embargo, dado su lento ciclo de desarrollo y su naturaleza
estacional, se ve muy limitada la posibilidad de obtener estos
pigmentos a partir de sus frutos. Es, por esto, que los
sistemas de cultivo in vitro de células vegetales se han
propuesto como una plataforma para la produccion
alternativa de betalainas (1). Por otro lado, el uso de Al como
inductor y el efecto benéfico que pudiera tener sobre la
productividad de estos pigmentos, es de importancia en el
estudio de este cultivo, y nos genera conocimiento sobre las
respuestas fisiologicas de las plantas a este compuesto. La
presente investigacion tuvo como objetivo general, evaluar el
efecto de Al sobre el contenido de betalainas en
suspensiones celulares de S. queretaroensis.

Metodologia. Las suspensiones celulares de pitaya fueron
cultivadas de acuerdo con la metodologia descrita por
Miranda-Ham et al., (2). Para el caso de los experimentos
con Al (500 pM), el medio fue modificado a la mitad de su
fuerza i6nica y a un pH de 4.3 (3). El contenido de
pigmentos se determiné por el método espectrofotométrico,
reportado por Cai et al., (4). Para el andlisis de localizacién
y distribucién de Al en los cultivos celulares, se utilizé la
técnica de co-localizaciébn por microscopia confocal,
microscopio FV1000 Olympus con filtros para DAPI (A 405)

y Morin para Al (A488). La suspension celular tratada con
AICI3 500 pM durante 24 h, fue fijada con formaldehido al
4%, para su analisis al microscopio, se empleé DAPI como
referente nuclear.
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Fig. 1. Contenido de betaxantinas en las células control y en aquellas
tratadas con Al (500uM).

Fig. 2. Microscopia confocal. Ay D, DAPI, B) y E) fluorocromo Morin en
laser 488, C) y F) campo claro de células en suspensionde S.
gueretaroensis, tratadas con Al.

Conclusiones. El contenido de betaxantinas en la
suspension celular de S. queretaroensis, presenta su mayor
acumulaciona las 24 h de tratamiento con AICIs. Estos datos
concuerdan con los observados en el microscopio confocal.
Se puede observar, la acumulacion en nicleo, nucléolo y la
membrana nuclear, asi como en la pared celular. Estos datos
nos hacen suponer un posible efecto del Al sobre la
concentracién de pigmentos en estos cultivos.
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Introduccion. La produccion agricola se ve afectada ensu
rendimiento y calidad de produccién, por ataque de una
diversidad de fitopatégenos, principalmente hongos y
bacterias. Por otra parte la competencia por nutrientesy
espacio en un habitat particular conlleva a que bacterias
segreguen compuestos antimicrobianos para competir contra
los hongos®. Algunas bacterias beneficiosas tienen la
capacidad de promover el crecimiento de las plantas,
degradar compuestos téxicos y/o inhibir el crecimiento de
organismos patdégenos en el ambiente, por lo que podrian
incrementar el rendimiento de los cultivos y disminuir
problemas de contaminacion del suelo, especialmente donde
los pesticidas y fertilizantes han sido utilizados
indiscriminadamente. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto de consorcios de BPCV contra A. flavus,
fitopatégeno de diversos cultivos de importancia econémica
y cultural, como lo es el maiz ennuestro pais.

Metodologia. Se realizaron biensayos en granos delineas de
maiz previamente clasificadas en campo como resistentes
(MR1) y susceptibles (MS1) a la infeccién por A. flavus. Las
semillas desinfectadas se colocaron en la solucién bacteriana
a una concentracionde 1.5X107 UFC por 24 h, posteriormente
a cada semilla se le realizé una herida de una profundidad
de 0,5 cm a la altura del embrién con una aguja parafacilitar
la infeccién por A. flavus, 4 semillas fueron colocadas en
viales de vidrio de 20 ml esterilizados y seinocularon con 200
ul de una suspension de esporas (1X106 esporas/ml) de A.
flavus para posteriormente serincubados en una camara
hameda 28°C/7 dias®.

Resultados. En la figura 1, se muestran los resultados de los
tratamientos realizados en semillas MR1. Se observé que el
consorciol favorece la germinacién y limita la esporulacién y
crecimiento de A. flavus. El tratamiento sélo con el consorcio
bacteriano C muestra una clara induccion de la
germinacion de semillas yreduccion de la esporulacion de
A. flavus esto en comparacién con los controles sin BPVC
(A) y so6lo con A. flavus (B) respectivamente, por otra parte,
las semillas con tratamiento de consorcios bacterianos
(BPCV) e infectadas con A. flavus (D) presentan semillas con
sistema radicular, mesocotilo y coledptilo con partes
fotosintéticas, a pesar de que no fue evitado el desarrollo de
A. flavus se puede observar que laproduccion de esporas del
hongo fitopatégeno es menor(1X103 esporas/ml) comparado
con el control (1X108 esporas/ml) (B) asi como en el
consorcio (2D). Por otra parte, el tratamiento con el consorcio
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2 no muestra germinacion de semillas a las 24 h y el desarrollo
de A. flavus fue favorable.

Fig. 1. Bioensayos sobre semillas MR1

A) Semillas sin B) Semillas sin C) Semillas con D) Semillas con
4 2 4 2 ¢ i 4 2
con A. flavus

inoculadas con A. flavus  A. flavus

Consorcio
BPCV 1

Consorcio
BPCV 2

En la figura 2 se muestra el bioensayo para semillas
susceptibles MS1. Para las semillas evaluadas con el
consorciol (C), se observé que la germinacion de las semillas
después de 24 hr fue menor comparado con el control y con la
germinacion de semillas MR1, sin embargo, hay una
reduccion en el desarrollo de A flavus, (D). Por otra parte el
tratamiento con el consorcio 2, mostré el menor porcentaje de
germinacion de semillas de maiz (70%) en 24 h. A pesar de
esto también se observé efecto del consorcio bacteriano en
contra de A. flavus (D).

Fig. 2. Bioensayos sobre semillas MS1

A) Semillas sin B) Semillas sin C) Semillas con D) Semillas con

inoculadas con A. flavus A, flavus

Consorcio
BPCV 1

Consorcio
BPCV 2

Conclusiones. El consorcio BPCV 1 favoreci6 la germinacion
en semillas MR1 y MS1, ademas de limitar la proliferacion de

A. flavus, efecto particularmente importante en las semillas
delineas susceptibles a este fitopatogeno (MS1).
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Introduccion. Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
omega-3 (w-3) se han reconocido por sus propiedades
terapéuticas. Dentro de este grupo destaca el acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5). Entre los potenciales usos
del EPA se encuentran la prevencion, control y tratamiento
de diversos desordenes fisioldgicos (1). La fuente tradicional
de EPA es el aceite de pescado, sin embargo, la obtenciény
purificacion de EPA a partir de esta fuente presenta
problemas por la posible presencia de metales vy
contaminantes organicos (2). La microalga Phaeodactylum
tricornutum es un microorganismo con alto potencial
biotecnolégico, debido a su capacidad de producir EPA (3).
La generacién de cepas mutantes ha permitido la exploracion
de cultivos de P. tricornutum en condiciones de mixotrofia (2).
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del suministro
de oxigeno en cultivos de P. tricornutum UTEX 646 y su
derivada genética LK1 bajo condiciones de mixotrofia
empleando glucosa como fuente de carbono.

Metodologia. Se hicieron cultivos en biorreactor de 1L con
las cepas de P. tricornutum UTEX 646 (WT) y LK1. Se
evaluaron dos condiciones de transferencia de oxigeno (kLa):
66 h1(150 rpm, 0.66 vvm) y 122 h3(250 rpm, 0.66 vvm). El
kia se estimd de forma indirecta a través del método del
sulfito. Los cultivos se desarrollaron con una intensidad
luminosa de 60 PE, con periodos de luz/obscuridad de 16 h/
8 h a 20 °C. El medio se suplement6 con 1 g L de glucosa
como fuente de carbono. En todos los cultivos se realizo la
caracterizacion cinética del crecimiento por conteo celular. La
biomasa total se evalué por peso seco. Se obtuvieron los
perfiles de acidos grasos y se cuantifico la concentracién de
EPA mediante cromatografia de gases (GC-FID). Los
cultivos se realizaron por triplicado. El andlisis estadistico se
realiz6 por Anova de un factor con prueba Tukey.

Resultados. En la Tabla 1 se presenta la velocidad
especifica de crecimiento (1) en cada una de las condiciones
evaluadas en este trabajo. Los valores de pu mas altos se
obtuvieron en los cultivos de ambas cepas a un bajo k.a (66
h1), . Por otra parte, respecto a la biomasa total se obtuvo un
promedio 0.7 g L'1 en las clonas LK1y Wt a un k.a de 66 h?
y en la Wt a un kia de122 ht. Mientras que en la clona LK1
en kia=122 h?' disminuy6 significativamente (p< 0.05).
Respecto al porcentaje de lipidos totales, este fue mayor en
los cultivos de ambas cepas desarrollados a un bajo kia (66
h1). En términos del contenido de EPA en la biomasa seca,
como se muestra enla Tabla 2, el promedio de este fue
cercano alos 35 mg EPA gBio'en la clona LK1 en las dos
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condiciones de transferencia de oxigeno y en la Wt en k.a=122h-
1. Sin embargo, estecontenido disminuyd 46 % en los cultivos de
la cepa silvestre abaja transferencia de oxigeno. La mayor
produccion volumétrica de EPA se obtuvo en los cultivos de la
clona LK1 abaja transferencia de oxigeno y en la cepa silvestre
a alta transferencia de oxigeno, en contraste se presentd una
disminucién en la produccién de EPA (1.8 veces) en la clona LK1
a un alto kia (66 h') y (1.6 veces) en la cepa silvestre a unbajo
kLa (66 h't), respectivamente.

Finalmente la clona LK1 mostré el mayor porcentaje de acidos
grasos insaturados y el mayor porcentaje de EPA en la mezcla
de &cidos grasos, en las condiciones de alta y bajatransferencia
de oxigeno, respectivamente.

Tabla 1. Pardmetros de crecimiento, produccién de biomasa y
porcentaje de lipidos.

k.a (h)
Parametro 66 122
LK1 Wt LK1 Wt

pmax(d-1) 0.84 +0.03* 0.68 £0.04° 052 +0.03° 0.46 +0.02¢

Biomasa (g L) 08+02 07+01 04£01° 0.6+ 0.1

Lipidos (%) 29 22 26+3° 1913 23 4260

Tabla 2. Contenido, produccién y porcentaje de EPA en cultivos de
P. tricornutum

ka (h)
Parametro 66 122
LK1 Wt LK1 Wt

Contenido EPA (mg EPA gBio!) 332 +17¢ 189+ 0.7° 359 +352 354 +35°

Produccion EPA (mg L) 26.6+23% 132+38° 145+49° 214 +56%®

%EPAITFA 306+ 0.322 292+ 018° 216+12° 26.3+ 2.4°

“%Insaturados/TFA 811+ 0.3* 704+0.9° 84.7+13¢ 79.6+1.1¢

Conclusiones. Se determin6 por primera vez el efecto de la
transferencia deoxigeno (kLa) en cultivos de P. tricornutum. Se
encontré que elkLa afecta de forma diferente la produccién de
EPA en funciénde la cepa.
Agradecimiento. Beca CONACyT 1003191; Fresenius Kabi
GmBH, proyecto P-9687 IBt-UNAM; L. C. Kramer (Goethe
University Frankfurt).
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Introduccion. Metarhizium rileyi es un importante hongo
entomopatégeno reportado como controlador de 30
especies de larvas de lepidépteros (1). Para la obtencién
deconidios de M. rileyi se han utilizado dos metodologias
tradicionales de produccion: fermentacién liquida
sumergida (FLS) y fermentacién en estado sélido (FSS).
SSF es un método factible en la obtencién de conidios
fungicos para su uso como bioplaguicidas, debido
fundamentalmente a la estabilidad, fortaleza, capacidad
delos conidios de soportar los procesos downstream y
actividad biolégica en invernadero y campo. La FLS
permiteun mejor control del proceso y una disminucion
en los tiempos de operacion lo que influye en los costos
de operacion del proceso, aunque las estructuras que se
obtienen en todos los casos no son conidios lo que
puede modificar la actividad biolégica, asi como el
proceso de formulacién (2). El objetivo de este estudio
fue analizar y comparar ambas técnicas de fermentacién
para la produccion de M. rileyi.

Metodologia. Para la fermentacion sélida de M. rileyi
NmO017 RNC (Registro Nacional de Colecciones
Biolégicas), con numero de registro 129-Banco de
Germoplasma de Microorganismos — AGROSAVIA, se
utilizé una técnica estandarizada del Departamento de
Bioproductos de Agrosavia (arroz partido y suplementos
devitaminas y nitr6geno). La inoculacién del medio se
realiz6 mediante una suspension de conidios (4,6x107
conidio/mL)y la incubacién a 25 + 2°C, humedad relativa
de 40 + 10% con luz LED durante 7 dias, y luego 7 dias
de secado bajo las mismas condiciones. En el caso de
la fermentacion liquida se empleé el medio Adamek (3),
Suplementado conuna fuente de vitaminas y un agente
osmaético. La inoculaciéon se realizd6 a partir de un
preindculo de 24 h crecimiento con el mismo medio de
cultivo. Las condicionesde incubacion fueron: 25 + 2°C,
100 rpmy luz LED por 3 dias. Al finalizar la fermentacion,
se determin6 la concentracion de esporas
(hemocitometro) y la biomasa obtenida por tamizaje para
FSSy centrifugacion para FLS.

Resultados. La FSS muestra rendimientos maximos
de 1,53x10° conidios/g (Tabla 1). La esporulacion sobre
sustrato solido permite generar conidios aéreos en
mayor cantidad en periodos de tiempos elevados
para las necesidades productivas (1). En relacion con
la FLS se evidencian periodos de fermentacion
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inferiores a la sélida yse lograron obtener concentraciones
maximas de 1,21X107 blastosporas/mL en 4 dias de
fermentacion (Tabla 1). Se evidencia que la fermentacién
solida genera rendimientos biomasa/sustratos mayores al
100% comparado con lafermentacién liquida, que genera
estructuras propias del cultivo sumergido (blastosporas). La
FSS es una alternativaadecuada para la produccién de
esporas de M. rileyi debidoal mayor rendimiento de esporas
y biomasa. Ademas, los sustratos solidos pueden ser
residuos contribuyendo al impulso de la bioeconomia,
aungue su manejo puede ser complicado. La fermentacion
sumergida es una alternativa promisoria ya que permite
obtener esporas en menor tiempo, aunque se debe
continuar trabajando para aumentar la concentracion de
esporas y la biomasa (5).

Tabla 1. Comparacion entre FSSy FLS de M. rileyi NmO017.

CONCENTRACION FSS FLS

Esporas (Esp/g -mL) 1,53+ 0,78x10° 1,21+ 1,43x107

Biomasa (g/kg -mL) 14,2 0,52

Conclusiones. La FLS reduce en 4 dias el periodo de
incubacion del hongo comparado con la FSS. Se evidencia
gue la FSS genera mayores rendimientos en produccion de
esporas comparado con la FLS. La FLS muestra un
comportamiento prometedor en la generacion de
estructuras que podrian ser funcionales en aspectos
patogénicos.
Agradecimientos. Los autores agradecen al Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia - MADR por el
apoyo financiero a este proyecto.
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Introduccion. Los hongos entomopatégenos
recolectados en ambientes naturales pueden presentar
variaciones en sus propiedades biolégicas, fisicas,
fisioldgicas y bioquimicas a causa de su informacion
genética heterogénea [1,2]. Los cultivos monospdricos
son la alternativa mas utilizada para lograr una mayor
estabilidad y proporcionan aislamientos genéticamente
homogéneos [2], ideales para procesos de control
biolégico.

Metodologia. Se realizaron cultivos monosporicos in vitro
del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae
CPMal1502 recuperados de insectos esporulados del
estadio larvario y adulto de D. neivai y Tenebrio palembus.
Después de la incubacién en agar MAYP [3]a25+2°C
durante 7 dias, se suspendieron en Tween 80 0.1% v/v
aguellos que presentaban caracteristicas similares al
aislamiento original, tomando la minima cantidad de
conidios y diluyendo hasta encontrar un conidio por
campo de lectura en el hemocitometro. Las suspensiones
se sembraron bajo las mismas condiciones. Con cada
cultivo se evalud la actividad controladora en adultos de
D. neivai. La inoculacién de los insectos se realiz6 por
inmersion en condiciones controladas de laboratorio y
utilizando una concentraciéon de 1x107 conidio/mL, que
corresponde a LCso previamente determinada. El testigo
correspondié alos insectos inoculados con la soluciéon de
Tween 80. Lamortalidad se registré luego de 8 y 15 dias.

Resultados. Se obtuvieron 27 cultivos monospéricos, con
una mortalidad que oscild entre 0 y 53,3%, sin diferencias
significativas con el control (Bloque 1 Fi0,22=1,28,
p=0,2976; Bloque 2 Pr>Chi-Cuadrado=0,1189, gl=16;
Fig. 1). Se seleccionaron seiscultivos monosporicos con
la mayor mortalidad (> 30%)y elevada esporulacion en los
insectos. La actividad biolégica de los hongos
entomopatdgenos puede variar segun el estadio del
insecto y sus condiciones genéticas, ambientales y
nutricionales.
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Fig 1. Mortalidad (barra azul) y esporulacién (barra naranja) deadultos
de D. neivai registradas 8 (a) y 15 (b) dias después de inoculacion.

Conclusiones. La metodologia empleada permiti6 la
obtencién de 27 cultivos purificados de M. anisopliae
CPMa1502, procedentes de insectos adultos de D. neivai y
Tenebrio sp. y, de los cuales fueron seleccionados 6 cultivos
por destacarse en los ensayos de actividad bioldgica y
esporulacibn en cémara hiumeda. Para demostrar las
diferencias insecticidas de estos cultivos monospoéricos, se
recomienda evaluarlos en un bioensayo en la etapa larvaria,
que es mas susceptible a la infeccién por esta cepa.
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apoyo financiero a este proyecto.
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Introducciéon. Tamarindus indica es una especie vegetal
poco estudiada que presenta propiedades antioxidantes
importantes conferidas por la presencia de compuestos
fenodlicos (1). El cultivo de células en suspension nos
permite controlar y optimizar las condiciones de operacién
para la produccion de biomasa, o bien la produccién de
metabolitos secundarios (2), ademas mediante el uso de
técnicas de elictacion es posible incrementar la
produccion de biomasa y biosintesis de un metabolito
especifico. El objetivo de este trabajo fue aplicar
diferentes concentraciones de metil jasmonato (MJ) como
elicitor en cultivos de células en suspension de
Tamarindus indica para analizar su efecto en el
crecimiento celular y posteriormente establecer larelacién
de este crecimiento con la produccién de metabolitos
secundarios como flavonoides.

Metodologia. Se utilizaron cultivos en suspension de
Tamarindus indica, previamente establecidos en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Quimica
(UAEMéX), los cuales fueron subcultivados cada 28 dias
en medio de cultivo MS suplementado con 150 mg/L de
acido citrico y ascérbico, 500 mg/L de PVP y 0.5 mg/L
thidiazuron. Para el ensayo de elicitacion se evaluaron
tres concentraciones de MJ (50, 100 y 150uM) tomando
como tratamiento control el cultivo sin la adicion del
elicitor; cada tratamiento se activé con 4 g de biomasa y
se mantuvieron en incubacién a 25 °C durante 28 dias.
Para evaluar el crecimiento de las suspensionescelulares,
se realizaron cinéticas de crecimiento (3) con mediciones
cada 4 dias durante 21 dias. En cada punto de la cinética
se colecto la biomasa producida, se filtr6 alvacio y se
sometié a un proceso de liofilizacion, posteriormente se
construyeron graficas de dispersion del peso seco de la
biomasa con respecto al tiempo de cultivo.

Resultados. Los resultados mostraron que las células en
suspension de los diferentes tratamientos presentan un
crecimiento similar hasta el dia 7 de cultivo (Fig.1.),
después de ese dia se pueden apreciar los efectos en el
crecimiento de las diferentes concentraciones del elicitor.
Las tres concentraciones de MJ provocaron una
disminucién en el crecimiento celular, ademas de que las
caracteristicas fisicas del cultivo se vieron afectadas,
presentando un grado mayor de oxidacion comparadas
con el cultivo control.
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Fig. 1. Cinéticas de crecimiento de cultivos en suspensién de T. indica
expuestos a diferentes concentraciones de metil jasmonato.

De las tres concentraciones ensayas, la adicién de MJ 50 uM
provoca el mayor porcentaje de reduccion en el crecimiento
(61%). Asi mismo, los parametros cinéticos de tiempo de
duplicacién y velocidad de crecimiento obtenidos (Tabla 1),
indican que los cultivos disminuyeron su actividad metabdlica
con respecto a la division celular, faltando dilucidar si la
actividad referente al metabolismo secundario se haya visto
favorecida, lo que es potencialmente posible en ensayos de
elicitacion.

Tabla 1. Parametros cinéticos evaluados en el cultivo de células ensuspension

de Tamarindus indica L.

Velocidad de Tiempo de

MJ (M) crecimiento (g/dia) duplicacion(dia)
00 (control) 0.187 +0.0077 3.700 £ 0.245¢
50 uM 0.088 + 0.003° 7.877 £ 0.3552
100 uM 0.088 + 0.003° 7.823 + 0.250?
150 uM 0.136 + 0.004° 5.066 +0.131°

Conclusiones. La adicién de metil jasmonato a los cultivos
de células en suspension de Tamarindus indica, promueve
una disminucién en el crecimiento celular.
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Introduccion. La lechuga es de los vegetales mayormente
consumidos en el mundo, aporta una gran cantidad de
compuestos que benefician la salud;actualmente existe una
creciente demanda por producir alimentos que
proporcionen mayor contenido de nutrientes y sean
producidos de una manera mas ecoldgica y amigable con
el medio ambiente (1). La dependencia de fertilizantes
guimicos como Unica fuentede fertilizacion es a menudo
cuestionada como estrategia de gestion sostenible,
actualmente se buscanestrategias de manejo integrado de
nutrientes que utilizatanto fertilizantes organicos como
guimicos (2). EI sargazo es una planta marina que
actualmente ha ocasionado grandes problemas por su
arribo masivo a playas, sin embargo, estas puede
explorarse para su utilizacion en el sector agricola como
fertilizante organicoEl objetivo del trabajo fue evaluar el
efecto en la altura y contenido de antioxidantes en la
lechuga, fertilizada conextracto de sargazo (EA) y urea para
reducir la aplicacionde quimicos.

Metodologia. La fertilizacion se realiz6 con urea (0, 20, 50
y 80 kg N /ha) dosis Unica y EA (0, 2.5, 5, 7.5, 10 y 20%)
aplicado quincenalmente. El cultivo se mantuvo en
invernadero durante 60 dias. El contenido deantioxidantes
se determind de acuerdo con el método del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (3). Los resultados se
obtuvieron mediante un analisis factorial enel programa
OriginPro2019.

Resultados. En la figura 1 se muestra el efecto del EA en
las alturas de las lechugas, se observa que en todos los
casos las alturas fueron mayores que sin la adicién de EA.
Aplicando 80 kg N/ha de ureay 7.5% EA la alturaincremento
en 27% respecto a 0% EA.
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Fig. 1. Interaccion de los factores en las alturas.
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Con 50 kg N/ha y 20%EA se obtuvieron lechugas mas
altasreduciendo 30 kg N/ha la dosis de urea.
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Fig. 2. Interaccion de los factores en el contenido de antioxidantes.

En la figura 2 se muestra el contenido de antioxidantes de las
lechugas, se observa que la aplicacién de EA incremento el
contenido de antioxidantes. Por ejemplo, con 80kgN/ha urea
y 2.5% de EA aument6 42% comparando con el tratamiento
sin EA. Con 20 y 50 kg N/ha de urea incrementaron los
antioxidantes 22% y 37% respectivamente cuando se aplic
EA a 7.5%, comparando con 0% EA.

Conclusiones. El extracto del alga ayuda a mejorar el
crecimiento y la calidad nutricional de la lechuga,
aumentando el contenido de antioxidantes en una
fertilizacion mixta con urea a 50 y 80 kg N/ha. La fertilizacion
mixta con el extracto, ademas permite reducir los
requerimientos de urea.

Agradecimiento. A CONACyT por la beca otorgada a la
primera autora. Y a la SIP-IPN por el financiamiento.
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EFECTO DE RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

(RPCV) EN EL CONTENIDO DE D,L-SULFORAFAN EN PLANTULAS DE BROCOLI
(BRASSICA OLERACEA VAR. ITALICA)

Luz Maria Isabel Miguel-Cruz, Juan José Almaraz-Suarez, Marco Polo Carballo-
Sanchez Colegio de Postgraduados, Posgrado en Edafologia, Laboratorio de
Microbiologia del Suelo. Montecillo, Texcoco, C.P. 56230.
carballo.marco@colpos.mx

Palabras clave: metabolitos, glucosinolatos, brasicaceas

Introduccion. El brécoli es una hortaliza importante
desde el punto de vista nutricional, ademas de sintetizar
sulforafan que es un compuesto rico en azufre con
propiedades anticancerigenas. Las RPCV son bacterias
gue poseen la capacidad de influir directa e
indirectamente sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas. La respuesta depende de muchos factores, entre
ellos el cultivo con el cual se asocien.

Debido a que es poca la informacién que se tiene sobreel
uso de RPCV en brécoli, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de tres cepas de RPCV sobre la sintesis
de DL-sulforafan en plantulas de brécoli.

Metodologia. Los semilleros se establecieron en el
Colegio de Postgraduados (Texcoco). Se inocularon tres
cepas de RPCV (Pseudomonas tolaasii A46,
Pseudomonas tolaasii P61 y Bacillus pumilus R44) en
brocoli var. Heritage. La inoculacion se realiz6 en el
sustrato estéril (Peat moss-agrolita 2:1) con inoculante
sélido (carga bacteriana de 1x108) en una relacién
sustrato-indculo 10:1. La evaluacién se realizd a los 35
dias después de la siembra. Las variables evaluadas
fueron: peso seco, volumen radical, contenido de S (ICP-
MS)! y sulforafan (HPLC)23. Los datos fueron analizados
con el paquete estadistico SAS version 9.0.

Resultados. El analisis de datos mostré6 que existen
diferencias estadisticamente significativas en lasvariables
evaluadas. El efecto de las RPCV en la acumulacion de
biomasa se ve favorecida con la inoculacién de la cepa
R44, en cuanto al volumen de la raiz, estadisticamente la
cepa R44 y P61 tuvieron el mismo efecto (Figura 1). En la
figura 2 se puede apreciarque la acumulaciéon mas alta de
azufre en las plantulas se obtuvo con la inoculacion de la
cepa R44 alcanzandoun valor de 1.655 mg de S por
planta, superando al testigo con un 38 %. En el caso del
D-L Sulforafan se observé la misma tendencia que en la
acumulacion de S,donde el tratamiento inoculado con la
cepa R44 con un valor de 1042.5 pg de sulforafan por
planta super6 al testigo con un 44 %.
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Fig. 1. Efecto de RPCV en peso seco total y volumen radical de
plantulasde brécoli.
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Fig. 2. Efecto de RPCV en la acumulacion de S y produccion de D-L
sulforafan en plantulas de brécoli

Conclusiones. El uso de cepas de RPCV en plantulas de
brécoli tuvo un efecto positivo en el crecimiento,
acumulacion de azufre y produccion de DL-sulforafan.
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Bibliografia.
Alcantar GG, Sandoval VM. 1999. Manual de andlisis quimico detejido
vegetal. Guia de muestreo, preparacion, analisis e interpretacion.
Publicacién especial No. 10 de la Sociedad Mexicana de la Ciencia del
Suelo A. C. Chapingo, México. 156 p.
Campas-Baypoli, O. N., Sanchez-Machado, D. I., Bueno-Solano, C.,
Ramirez-Wong, B., & Lopez-Cervantes, J. (2010). Biomedical
Chromatography, 24(4), 387-392.
Jia, C. G, Xu, C.J., Wei, J., Yuan, J,, Yuan, G. F., Wang, B. L., &Wang, Q. M.
(2009). Food Chemistry, 114(1), 28-37.

95


mailto:carballo.marco@colpos.mx.

. WP

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

. -

Memorias

Area Il

EVALUACION DE ENDOFITISMO Y BIOESTIMULACION DE Bacillus amyloliquefaciens
(BS006) EN PLANTULAS DE PLATANO (Musa paradisiaca), ALTERNATIVA PARA
MEJORAR TOLERANCIA A ESTRESES BIOTICOS Y ABIOTICOS

Andrés Diaz y Sandra Barrios, Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria - Agrosavia Cl Sede Central, Mosquera 250047,
sbarrios@agrosavia.co

Palabras clave: Bioestimulantes, endofitismo, platano

Introduccion. Para Colombia, el platano (Musa
paradisiaca) tiene una gran importancia por su valor
agroindustrial y comercial, sin embargo, la incidencia de
enfermedades atribuidas a hongos fitopatégenos del
suelo (incluyendo recientemente a Fusarium oxysporum
f. sp. cubense Raza 4 Tropical), impacta de forma
negativa los rendimientos y la calidad fitosanitaria. En el
presente trabajo se evalué el bioproducto NatiBac® (a
base de la rizobacteria Bacillus amyloliquefaciens
Bs006), sobre dos clones comerciales de platano en dos
regiones productoras. Se demostré por primera vez el
endofitismo de B. amyloliquefaciens en platano y se
correlacion6 con un efecto promotor del crecimiento
sobre variables de calidad fisiolégicas en plantulas a
nivel de vivero.

El objetivo de este trabajo fue comprobar la capacidad
endofitica de B. amyloliquefaciens en los clones de
platano Hartén Llanero y Dominico Hartén y su efecto
promotor del crecimiento vegetal.

Metodologia. El bioproducto NatiBac® se aplic6 en
sistemas de propagacion de plantulas de platano Harton
Llanero en el Cl La Libertad y Dominico Hartén en el ClI
Eje Cafetero, de Agrosavia respectivamente. La
aplicacion del bioproducto se inicié en plantulas con 6
hojas, aplicando tres refuerzos quincenales a una
concentracion de 1x108 UFC/mL (1). La evaluacion del
endofitismo se realizé al finalizar el bioensayo en
diferentes 6rganos, para esto se modifico y estandarizo
una técnica simple y eficiente en la Planta Piloto de
Biofertilizantes de Agrosavia (2).

Resultados. Se recuperd B. amyloliquefaciens Bs006 de
raiz, cormo y pseudotallo de platano (Fig. 1), la
concentracién de la bacteria fue diferencial, demostrando
un efecto de “dilucién ascendente” dentro de los tejidos
de la planta (Fig. 2).

Figura 1. Colonias de B. amyloliquefaciens Bs006 recuperadas de

A. raiz. B. Tincién verde malaquita: Bacilos en color rosado y
esporas en color verde.
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Figura 2. Concentracion endofitica de B. amyloliquefaciens Bs006 enraiz,
cormoy pseudotallo de plantulas de dos clones de platano.

En las variables fisiol6gicas (altura de la planta y area foliar),
se obtuvo un aumento de crecimiento entre el 10-25% con
respecto al testigo de manejo convencional, asimismo, el
Dominico Hartéon tuvo un 50% mas de peso seco en
comparacion con el testigo.

Conclusiones. Se comprobé la capacidad endofitica de B.
amyoliquefaciens Bs006 tanto en raiz, cormo y pseudotallo
de los clones de platano Harton Llanero y Dominico Harton y
se demostré la correlacion directa delos fenémenos de
colonizacion con un efecto de bioestimulacion en las
plantulas de platano.

Se proyecta que el uso del bioproducto NatiBac® en sistemas
de propagacién de platano otorgue a las plantulas tratadas
una mayor tolerancia a estreses bidticos y abidticos en
condiciones de campo.
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EVALUACION DEL EFECTO BENEFICO DE LA BACTERIA ENDOFITICA

Pseudomonas migulae (Pf14), APLICADA EN SISTEMAS DE VIVERO DE
PLATANO (Musa paradisiaca),EN DOS REGIONES DE COLOMBIA

Andrés Diaz y Sandra Barrios, Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria - Agrosavia Cl Sede Central,Mosquera 250047.
sbarrios@agrosavia.co

Palabras clave: Bacteria endofita, promocién de crecimiento, platano

Introduccion. El cultivo de platano (Musa paradisiaca) es
uno de los cultivos permanentes mas extendidos en
Colombia con un area sembrada de 536443 Ha, se

En cuanto a la promocion de crecimiento se observa enla
Tabla 1. el aumento de las variables fisiologicas evaluadas
frente al testigo.

exportan alrededor de 113874 Ton y genera 960000
empleos directos e indirectos. En el presente trabajo se
evalu6 un prototipo liquido a base de la rizobacteria
Pseudomonas migulae (Pf14) sobre dos clones de platano
(Dominico Hartén y Hartén Llanero), en dos regiones
productoras del pais y se demostré6 su capacidad
endofitica en diversos tejidos vegetales de platano;
asimismo, se correlacion6 este fendbmeno con un efecto
benéfico sobre el crecimiento vegetal de las plantulas
obtenidas en vivero.

El objetivo de este trabajo fue demostrar los efectos
benéficos de P. migulae en plantulas de Hartén Llanero y
Dominico Harton.

Metodologia. El prototipo liquido de P. migulae (Pf14) se
aplico sobre plantulas de platano Dominico Hartén y
Harton llanero en viveros ubicados en los C. |. Eje
Cafetero y C. I. La Libertad, respectivamente. La
aplicacién se inicioé en plantulas con 6 hojas, con adicién
de tres refuerzos cada 15 dias a una concentracion de
5x107 UFC/ml (1). Al culminar el bioensayo, se tomaron
muestras destructivas de raiz, cormo y pseudotallo que
fueron procesadas y analizadas en la Planta Piloto de
Biofertlizantes de Agrosavia C. |. Sede Central, con el fin
de cuantificar la concentracion endofitica (expresada en
UFC/g material vegetal) mediante wuna técnica
estandarizada (2).

Resultados. Se recuperdé P. migulae en raiz, cormo y
pseudotallo en ambos clones de platano, demostrando un
efecto de “dilucion ascendente” dentro de los tejidos (Fig.1.).
Se confirmaron las caracteristicas de P. migulae: Bacilos
Gram negativos y colonias con fluorescencia (Fig.2).
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Fig. 1. Concentracién endofitica de P. migulae Pf14 recuperada en raiz,cormo
y pseudotallo en plantulas de dos clones de platano.
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B.

Fig. 1. Caracteristicas de P. migulae Pf14: A. Fluorescencia decoloniasy B.
Bacillos Gram negativos.

Tabla 1. Porcentaje de aumento con respecto al control convencional de
variables fisioldgicas en plantulas de dos clones deplatano.

Clon Altura de planta Diametro de Area foliar
(%) Pseudotallo (%)
(%)
Harton +9,8 +8,6 +20,3
Llanero
Dominico +8,2 +6,7 +12
- Harton

Conclusiones. Se comprobé la capacidad endofitica dela
rizobacteria P. migulae (Pf14) en los dos clones ya quese
pudo recuperar y cuantificar en las tres estructuras vegetales
de platano evaluadas y en los dos viveros, con
concentraciones endofiticas mayores a 5.90x102 UFC/g.Asi
mismo, se comprobd un efecto promotor del crecimiento
vegetal en las plantulas de ambos clones
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ANALISIS DEL USO DE GLICEROL PURIFICADO PROVENIENTE DE LA
PRODUCCION BIODIESEL SOBRE LA MODULACION DE NUTRIENTES EN SUELO
Y SU EFECTO SOBRECARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE DOS
VARIEDADES DE Phaseolus vulgaris

Renato Andrés Calderdn Pesina, Eugenia Guadalupe Ortiz Lechuga, Hamlet Avilés Arnaut,
Katiushka Arévalo Nifio, Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias
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Palabras clave: glicerol, frijol, suelo

Introduccion. En México, el frijol es un alimento de la
canasta basica, es una planta herbacea de tallos delgados
y hojas trifoliadas, con una altura de entre 50 a

70 cm con una raiz pivotante principal y muchas
ramificaciones. Representa un consumo anual de casi 10
Kg por individuo, siendo una gran fuente de proteinas,
carbohidratos, vitaminas del complejo B y minerales (1- 3).
Su cultivo requiere grandes cantidades de nitrégeno por
lo que el uso de fertilizantes es comun, sin embargo, en la
actualidad se ha optado por el uso de moduladores de
nutrientes con la finalidad de permitir un mejor
aprovechamiento del suelo y al mismo tiempo evitar la
sobre saturacién del mismo. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto del glicerol proveniente de la
industrial del biodiesel como aditivo para suelo sobre la
distribucion de nutrientes y su efecto sobre las
caracteristicas morfométricas de plantulas de Phaseolus
vulgaris.

Metodologia. Se recuperé el glicerol producido de
reacciones de transesterificacion quimica y se procedi6 a
realizar una purificacibn mediante precipitacion de
impurezas por medio de cambio de pH. Posteriormente se
evalué la viabilidad de los lotes de semillas de frijol
(variedad pinto y negro) por medio de la determinacion de
su tasa de germinacion y el vigor utilizando tetrazolio al
1%. Se colocaron las semillas en suelo balanceado y se
procedio a aplicar dosis de 10%, 5% y 2.5% de glicerol
residual purificado (GRP). Se determind el efecto sobre
los nutrientes en suelo al dia 15 de experimentacion
mediante la técnica Mehlich 3. Se determinaron las
caracteristicas morfométricas de las plantulas de frijol,
incluyendo longitud de tallo, largo, ancho y nimero de
hojas, asi como nimero de raices.

Resultados. Se determiné una viabilidad entre el 85.67%-
87% para ambas variedades de frijol con un vigor
correspondiente al 83.9% (fig. 1). El glicerol al 2.5%
presentd los mejores resultados sobre desarrollo de hojas
primarias sin diferencia significativa contra los controles
negativo y positivo (fertilizante organico) y las demas
caracteristicas morfométricas. Se determind una
capacidad de intercambio catiénico de 18 meq/100 g de
suelo y una distribucionméas eficiente de macro vy
micronutrientes (Tabla 1).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Determinacion de vigor en semillas de Phaseolus viulgaris

Tabla 1. Nutrientes en suelo.

Nutrientes C- C+ 5% 2.5%
(ppm)
Fosforo (P) 92 203 25 22
Potasio (K) 1059 1662 821 635
Calcio (Ca) 6058 9709 2528 2254
Magnesio (Mg) 383 565 280 253
Hierro (Fe) 83 111 75 72
Manganeso 64 100 23 19
(Mn)
Zinc (Zn) 10.4 15.7 5.1 4.3

Conclusiones. Se observa que la presencia de glicerol a dosis
de 2.5% permite una mejor superficie de intercambio de
cationes y a su vez un mejor aprovechamiento de P, Ky Ca
por parte de la planta, lo que se ve reflejado en su desarrollo.
Bibliografia
SAGARPA, (2017). Frijol mexicano. Planeacion Agricola Nacional 2017-2030.
Frijol mexicano. [internet]. Secretaria deAgricultura, Ganaderia, Desarrollo
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MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN FRUTOS DE

Capsicum annuum POR LA APLICACION DE FITOHORMONAS EXOGENAS

Rossy Guadalupe Olan Villegas, Aurea Bernardino Nicanor, Leopoldo Gonzales Cruz y Humberto Ramirez Medina.
Tecnoldgico Nacional de México campus Celaya, Departamento de Ingenieria Bioquimica, Celaya Gto. 38010.
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Palabras clave: antioxidante, giberelinas, auxinas

Introduccion. Capsicum annuum variedad jalapefo
produce importantes metabolitos secundarios, llamados
compuestos fitoquimicos 6 bioactivos porque proporcionan
beneficios para la salud. Entre ellos, vitaminas C y E,
provitamina A, carotenoides, compuestos fendlicos y
capsaicinoides. El contenido de estos fitoquimicos cambia
debido a las condiciones de crecimiento!. Ademas, se ha
observado que la aplicaciébn de fitohormonas también
influye sobre la sintesis y acumulacién de los compuestos
fitoquimicos.

Metodologia. Las semillas de Capsicum annuum var.
jalapefio fueron proporcionadas por el INIFAP (Campo
experimental Bajio). Crecieron a una temperatura entre los
28 a 32 °C y una humedad relativa entre 35.7 y 41.8

%. Para evaluar el efecto sobre la acumulaciéon de
compuestos se realizaron cuatro tratamientos. La
preparacion de muestras del pericarpio y semilla serealiz6
por siguiendo la metodologia de Campos?. Para medir la
actividad antixidante se ralizaorn tres ensayos, DPPHS,
ABTS*y FRAPS. Se realiz6 andlisis estadistico yprueba de
Tukey.

Resultados. En el pericarpio del fruto existe una mayor
acumulacion de los compuestos bioactivos, siendo el
promedio de 5 mg/g mas en este tejido; el tratamiento de
giberelinas y auxinas increment6 la actividad antioxidante
del fruto (pericarpio y semillas); sin embargo, la
combinacion de ambas fitohormonas reducela acumulacion
de los compuestos (Figura 1).

Fig. 1. Valor ICso (ABTS Y DPPH) y ECso (FRAP)

=] D DPPH
[] ners
[ Frae

3 s %

Concentracién de muestra (mg/mL)
g

Ml ol

LESA?  EASIELILEIIS

A“‘o\\e’*\ \“”(\“e\é"\(""\Q S &4 & 5
S & & & o F @ FF & @ §F & & SF & &
T OGNS OEE IS
A A3 ) ) ) i)
& & & & & &
o o & & & &
v v L ¥ L [
Pericarpio Semilla

Tres métodos para evaluar la actividad antioxidante de compuestosbioactivos.
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Tabla 1. Concentracidon minima para calcular ICso y ECso.

Tratamiento 1Cs0 DPPH ICs0 ABTS ECso FRAP
con (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
fitohormona
S
Pericarpio
Control 25.98+0.062 13.13+0.09 10.14+0.01
a a
Auxinas 13.62+0.07° 10.16+0.03 10.05+0.01
b b
Giberelinas 13.31+0.06° 8.78+0.07°¢ 9.01+0.00°¢
Auxina- 100.0 =~ 100.0 =" 100.0 "
giberelinas
Semilla
Control 43.92+0.05° 14.06+0.07 13.68+0.03
b b
Auxinas 46.22+0.062 15.53+0.01 19.16+0.08
a a
Giberelinas 27.06+0.08°¢ 11.15+0.03 9.2040.04°¢
[
Auxina- n.d n.d n.d
giberelinas

n.d.: muestra no analizada. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa (p < 0.05 y n = 3), con prueba de Tukey. *El tratamiento en combinacion
con auxinas y giberelinas no alcanzé el IC50 y EC50, porcentaje de inhibicion del
radical fue18.02 % DPPH y31.66 % ABTS, y para la formacion del complejo de i6n
Fe+2 en FRAP 40.76 %.

En el ensayo DPPH, es conveniente para el analisis de
capacidad antioxidante de cisteina, glutation, acido ascérbico,
tocoferol, compuestos aromaticospolihidroxilados®, incluyendo
compuestos tanto hidroéfilos como lipéfilos”. El ensayo ABTS,
permite medir principalmente la actividad antioxidante de
polifenoles®, acidos fendlicos® y flavonoides!®. El ensayo de
(FRAP) permite medir la capacidad antioxidante como los
polifenoles, flavonoides, vitaminas y enzimas como glutation
peroxidasa y superéxido dismutasa'l.

Conclusiones. El fruto proveniente del tratamiento conla

aplicacion &cido giberélico presenta una mayor actividad
antioxidante.
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Efecto de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) en el
crecimiento ycontenido de macronutrientes en plantas de Pak Choi (Brassica
rapa subsp. chinensis)

Sigrid Eugenia Cazares-Esquivel, Juan José Almaraz-Sudrez, Marco Polo Carballo-
Sanchez. Colegio de Postgraduados, Posgrado en Eafologia, Laboratorio de
Microbiologia del Suelo. Montecillo, Texcoco, c.p. 56230.
carballo.marco@colpos.mx

Palabras clave: Brasicaceas, rizobacterias, macronutrientes

Introduccién. El Pak Choi es un vegetal de la familia dela
col y el brécoli (brasicaceas). En la actualidad ha
aumentado su consumo en el mundo debido a su sabor y % a o
a su contenido nutricional de vitaminas o sus precursores
(acido ascorbico, carotenoides), minerales y derivados de
los glucosinolatos®. Las RPCV son una alternativa para
evitar el uso excesivo de fertilizantes, yaque influyen en el
desarrollo de las plantas y mejoran sucalidad, aunque con
cierta especificidad hacia los cultivos que colonizan, de 5 1
ahi la importancia de evaluar su efecto. o
Existen pocos estudios sobre la influencia de las RPCVen Testigo ~ JLB4 PG A46

plantas como el Pak Choi por lo que en este trabajo se Fig. 1. Peso seco de material vegetal (parte aérea y raiz)
evaluo el efecto de tres cepas de RPCV en elcontenido de plantas de Pak Choi inoculadas con RPCV.

de nutrientes en las plantas.
Metodologia. El experimento se establecié en el Colegio - 2b 1% pe |mme -
de Postgraduados (Texcoco). Se inocularon 3 cepas de s = b e T s
RPCV Arthrobacter pokkalii (JLB4), Pseudomonas tolaasii

(P61) y Pseudomonas tolaasii (A46) en plantulasde Pak ] a 2 a
Choi 35 dias después de la siembra. El trasplantese realizé
en bolsas negras de 5kg con suelo arcillo- arenoso. La
evaluacion se realizo 70 dias después del trasplante. Las
variables evaluadas fueron: peso seco y contenido de N, oo . . . . oo
P, Ky S (ICP-MS)3. Los datos fueron analizados con el Tesigo JLB4  PB1 AdS Tesigo JIBA P81 AdS
paquete estadistico SAS version 9.0. Fig. 2. Contenido de nutrientes en plantas de Pak Choi
Resultados. Se muestra en la figura 1 los resultados de inoculadas con RPCV.

peso seco de la planta. La cepa que produjo un efecto ) .
significativamente mayor fue P61, en comparacion con el Conclusiones. El uso de cepas de Pseudomonas tolaasii en

testigo. Este parametro se relaciona con la nutricién de la el cultivo de pak choi tuvo un efecto positivo enla acumulacion
planta, al producir biomasa en mayor cantidad. Se puede 9 P. S ¥ K, por lo que pueden resultar una alternativa para

observar en la figura 2 que no se presentaron diferencias xna adgr|c.ult_uratsuslfentabll.e. i6n d te trabai levs
estadisticamente significativas (¢=0.05) en el contenido de gradecimiento. La realizacion de este 1rabajo se flevo a

: . cabo con el presupuesto de Investigacion Institucional del
N entre '9,5 tratamientos. En car_nblo, hubo una ‘mayor Colegio de Postgraduados (JJAS y MPCS).
acumulacion de P y S en el tratamiento con P61, mientras

30
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gramos

10 4

H oo

010

gramos
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. X Bibliografia.
gue para K fue la cepa A46, en comparacion con el testigo. 9
Una de las caracteristicas delas RPCV es la capacidad de Hanson, P., Yang, R.Y., Chang, L. C., Ledesma, L., & Ledesma,
solubilizar fosfatos presentes en el suelo y hacerlos D. (2009). Journal of the Science of Food and Agriculture, 89(5),906-914.
disponibles para la planta. El contenido de azufre esta https://doi.org/10.1002/jsfa.3533
relacionado con la sintesis de glucosinolatos, a partir de Liao, J., Ye, J., Liang, Y., Khalid, M., & Huang, D. (2019).
los cuales se obtienen algunos compuestos benéficos Sustainability, 11(8), 2424. https://doi.org/10.3390/su11082424
para la sglud humana, como el sulforafan (actividad Alcantar GG, Sandoval VM. (1999). Manual de anélisis quimico detejido
antlcancerlgena). vegetal. Guia de muestreo, preparaciéon, andlisis e interpretacion.

Publicacién especial No. 10 de la Sociedad Mexicana de la Ciencia del Suelo
A. C. Chapingo, México. 156 p.
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DIFERENCIA EN LA SUSCEPTIBILIDAD A INFECCIONES POR HONGOS
ENTOMOPATOGENOSENTRE INSECTOS DE Xyleborus affinis COLECTADOS DE CAMPO
Y CRIADOS EN EL LABORATORIO: (INFLUENCIA DEL MICROBIOMA CUTICULAR)

Citlaly Cando-Narvaez, Nohemi Garcia-Ortiz, Roberto Montesinos-Matias, Verdnica Rodriguez-Celestino,
Octavio Loera-Corral, Francisco Figueroa-Martinez. Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa. Av. San Rafael Atlixco186, Vicentina, 09340, Ciudad de México, México.
ibicando@gmail.com

Palabras clave: Xyleborus affinis, microbioma, Hongos entomopatgenos

Introduccion. La diversidad de microorganismos
presentes en el microbioma cuticular de los insectos plaga
puede representar un problema para su control, ya que la
presencia de algunos microorganismos puede disminuir la
efectividad de los hongos entomopatégenos (HE) o
cualquier otro tipo de control bioldgico o quimico (1), pues
algunos microorganismos pueden metabolizar
insecticidas quimicos (2) o producir compuestos
antifingicos que impiden la infeccién por HE (3).

Este trabajo tiene como objetivo comparar la susceptibilidad
entre Xyleborus affinis (un escarabajo plaga que afecta los
arboles de aguacate) cultivados en el laboratorio y
colectados de campo a la infeccion por HE ya que la
diferencia en la mortalidad del insecto esta relacionada
conuna mayor diversidad en el microbioma cuticular.
Ademas,se plantea establecer un protocolo que permita la
extraccion de material genético del microbioma asociado
ala cuticula de X. affinis.

Metodologia. Los insectos (hembras), colectados de
campo y criados en laboratorio, se asperjaron con 2 mL
deuna suspension de conidios de B. bassiana (CHE-
CNRCB 431) a una concentraciéon de 1 x108 con/mL, y se
colocaronindividualmente en tubos con dieta. Después de
incubar lostubos durante 10 dias a 25 + 2°C, los insectos
se separaronen tres grupos: “control”, “escarabajos vivos”
y “escarabajos muertos. Con estos datos se calcul6 el
porcentaje de mortalidad. Los microorganismos asociados
a la cuticula delos escarabajos se obtuvo mediante un
lavado con 100ul de amortiguador de lisis (4), y se extrajo
ADN de lasmuestras con un kit comercial. Finalmente se
amplifico la region V3-V4 del RNA16S.

Resultados.

Fig. 1. (A) Aislamiento de campo, (B) X. affinis infectado sin micosis
y (C) X. affinis infectado y micosado.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Figura 2 Mortalidad de X. affinis, a una concentracién de 1X1078 con/mL.

Debido a la diferencia significativa en el porcentaje de
mortalidad (Figura 2), se utilizaron los lavados cuticulares de
cada insecto para extraer ADN. Para comprobar que se obtuvo
ADN con la calidad y cantidad suficiente para el posterior
analisis del microbioma se amplificé la regién V3-V4 del gen
RNA 16S (Figura 3).

Escarabajos
infectados

Control  Control de
de PCR escarabajos

B b iy

— - ——— —————

il 2 3 AR O R/

Escarabajos
infectados

8 9 10 11 13

Figura 3 Gel de las muestras amplificadas por PCR, del ADN cuticular de X.affinis.

Conclusiones. La susceptibilidad de los escarabajos X. affinis
ante la infeccién por el hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana fue mas alta en escarabajos criados en laboratorio
que colectados en campo debido a la variabilidad de
microbioma. El protocolo de extraccién de ADN cuticular
permitid extraer el ADN necesario para poder desarrollar con
éxito la PCR.

Agradecimiento. A Conacyt, nimero de apoyo: 757452.

Bibliografia.
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POTENCIAL DE Distaplia stylifera COMO PRODUCTOR DE COMPUESTOS
PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO DE Xanthomonas campestris

Rosalba Pamela Barrera Mota?; Ruth Noemi Aguila Ramirez!; Mauricio Mufioz Ochoa?; Rocio
Guadalupe Cervantes Gamez?2. 'Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto
Politécnico Nacional, Departamento de Desarrollo de Tecnologias, La Paz, B.C.S., 23090. ?Centro
Universitario de la Costa Sur de la Universidad de Guadalajara, Departamento de Estudios para el
Desarrollo Sustentable de Zonas Costeras, San Patricio-Melaque, Jal., 48980.
rbarreram2000@alumno.ipn.mx

Palabras clave: Antagonismo; extracto; ascidia

Introduccion. Xanthomonas campestris es un
patdégenoagricola causante de la enfermedad conocida
como “mancha bacteriana” en cultivos de tomate, chile
y ajonjoli (1). En la busqueda de alternativas de control
amigables con el ambiente, se ha iniciado la
exploracion del medio marino como una fuente de
compuestos antimicrobianos (2). Las ascidias han sido
reconocidas como productoras de compuestos
antimicrobianos de naturaleza peptidica (3), por lo que
en el presente trabajo se pretende obtener
compuestos peptidicos de la ascidia colonial Distaplia
stylifera y evaluar su capacidad para inhibir el
crecimiento in vitro del patégeno agricola X.
campestris.

Metodologia. Las ascidias fueron recolectadas en la
laguna de La Paz. Se obtuvo el extracto crudo de D.
stylifera con una mezcla de MeOH/CHCIs (2:1). Se
realizaron pruebas de inhibicion mediante el método de
sensi-disco. Una vez comprobada la actividad del
extracto crudo, se realiz6 una prueba de cromatografia
en capa fina y se realiz6 un fraccionamiento sélido-
liqguido obteniendo tres fracciones (F1: CH2Clz, F2:
CH2Cl2/MeOH, F3: MeOH), las cuales fueron
evaluadas por su actividad contra X. campestris.
Finalmente se llevbéa cabo una prueba preeliminar de
microdilucion para determinar el porcentaje de
inhibicién de crecimiento.

Resultados. En el ensayo con sensi-discos el extracto
crudo mostro ligera actividad antibacteriana frente a X.
campestris y en la prueba en microplaca disminuyé el
crecimiento bacteriano en 62% (Fig. 1) por lo que se
continud con el fraccionamiento.

De las tres fracciones obtenidas, la F2 mostro
resultados positivos en el ensayo con sensi-discos
mientras que enlas pruebas en microplaca esta misma
fraccién obtuvo un porcentaje de inhibicién del 63% vy la
F3 un porcentaje de49% de inhibicion (Fig. 2).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1.- Porcentaje de inhibicion de X. campestris con el extracto crudo de
D.stilyfera

Fig. 2.- Porcentajes de inhibicion de X. campestris con las fraccionesobtenidas
de D. stilyfera.

Conclusiones. Distaplia stylifera ha demostrado ser una
fuente de productos con actividad contra X. campestris, por lo
que se continuara con el fraccionamiento guiado por bioensayo
para finalmente lograr la identificacion del compuesto activo. El
aprovechamiento de su biomasa para obtener dichos
compuestos representa una ventana de oportunidad en la
industria agricola para lograr una transicion hacia el uso de
productos naturales para el control de enfermedades.

Agradecimiento. A mi comité por el apoyo y asesoramiento y
al SIP-IPN por el financiamiento del proyecto SIP20200573.

Bibliografia.
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polypeptides from marine sources: A wealth of natural sources for
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ascidians of the genus Aplidium. Mini-Reviews in OrganicChemistry, 2(4), 389-
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CLONACION, EXPRESION Y CARACTERIZACION DE UN INHIBIDOR DE
TRIPSINA DE BROCOLI (Brassica oleracea var.italica)

Maria Fernanda Mendoza-Acosta.; José Eleazar Barboza-Corona, Universidad de
Guanajuato Departamento dePosgrado en Biociencias, Irapuato,Gto 36000.
josebar@ugto.mx

Palabras clave: Expresion, Inhibidor, brécoli

Introduccién. Los inhibidores de proteasas de origen
vegetal se distribuyen ampliamente en semillas de
plantas y son la clase de inhibidores més estudiados ya
gue se han caracterizado varias familias de genes de
esta clase. Los inhibidores de serin proteasas,
particularmente los inhibidores de tripsina se han 0
estudiado extensamente ya que desempefian un papel
importante como agentes de defensa en las plantas.
El objetivo de este trabajo es expresar un inhibidor de
tripsina de brécoli (Brassica oleracea) en E. coli y evaluar
su efecto contra hongos fitopatégenos.

b M () BraDefl

(-) cDNA

1000

e @ T

Fig 3. Induccién de laexpresion
de BraDefl en e. coli Rosseta

Fig 2. Amplificacion del gen de
BraDefl; M: Gen Ruler 1Kb; (-):

Metodologia. Se amplificé el gen de BraDefl a partir de Control  (-); (-JcDNA:  Control (DE3). M: PageRuler; SI: Cultivo
brocoli por medio de PCR y clonado en e.coli Rosseta negativo cDNA; BraDefl: Floretesin ~ Sin inducir; 1h-4h: = Muestra
(DE3). La expresion de BraDefl fue inducida con IPTG tratar (BraDef1). '”xcifdauzg';fm 0-5mM 1,23
0.5mM y evaluada por medio de geles SDS-PAGE (1). Y

BraDef1 fue purificado por medio de exclusion molecular. A

La actividad inhibidora de tripsina fue determinada
midiendo la actividad hidrolitica residual de la tripsina con
BAPNA (2). La actividad antifingica se evalug tratando
esporas con BraDefl y evaluando la permeabilizacion de
la membrana fungica. (Fig 1)

M C_ Fl9 F20 P21 P2 F23 F24 P26 F27 P28 P29

Actividad

Fig 6.

Vector pET-320

Q e SZ“. Y.
. e ey

| Actrvided imhibadora de tnpsina

Fig 4. Purificacién de BraDefl por
exclusion molecular M: Spectra; F19-
F29:Fracciones de exclusiéon molecular

antifingica. A:  Esporas de
f.oxysporum; B: Esporas de
f.oxysporum tratadas con BraDef.

t
8 ¥
: & & : ot
— N

e —

X
3 g

SOS-PAGE Actvidad anttungica Tr
| | §12 B
() —_— & /
(O & ) — | ES ol —
E. colf BL21 (DEY) Rossess. Induccion de la expresion P //
G BraDeft 02 — » -
B " ™ Tiempo (min)
Fig 1. Esquema de metodologia utilizada S D R T

Fig 5. Actividad de BraDefl comoinhibidor de Tripsina
Resultados. Los resultados mostraron la amplificacién
del gen de un inhibidor de tripsina (BraDefl) (Fig 2) para
posteriormente ser clonadoen e.coli Rosseta (DE3), se
indujo la expresion de BraDefl con IPTG 0.5mM, la
expresion de la proteina recombinante se evalué por
medio de geles SDS-PAGE (Fig 3) y se purifico por
medio de exclusion molecular (Fig 4) para probar efecto
como inhibidor de tripsina (Fig 5) y actividad antifingica

(Fig 6).

Conclusiones. La proteina recombinante BraDefl es un
inhibidor de tripsina y presenta actividad antifingica.
Agradecimiento. A la Universidad de Guanajuato y a Conacyt
por la beca de maestria otorgada.
Bibliografia.

Laemmli, UK. (1970) Nature,227, 680- 685. (2) Mello, G. C.; Oliva, M. L. V,;

Sumikawa, J. T.; Machado, O. L. T.; Marangoni, S.; Novello, J. C.; Macedo, M. L. R.
(2001) Protein Chem., 625—-632.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4 103


mailto:josebar@ugto.mx

. WP

@1 .

W3

Memorias

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Area Il

ESTABLECIMIENTO DE NUEVO METODO PARA LA OBTENCION DE
PROTEINAS DE RESERVA DE Moringa oleifera

Frida C. Moreno-Trujillo, Ivdn Loera-Mendoza, Santiago-Gutiérrez-Vargas, Ma.
Fabiola Lebén-Galvan Universidad de Guanajuato, Divisién Ciencias de la Vida,
Posgrado en Biociecias, Departamento de Alimentos,Irapuato, Gto., 36500.
fabiola@ugto.mx

Palabras clave: Moringa oleifera, proteinas, globulinas 11S

Introduccion. Moringa oleifera también conocido como el
arbol de la vida, es de interés en diferentes areas de estudio,
debido a sus multiples beneficios en la industria cosmética,
de biocombustibles, tratamiento de aguas, nutracedtica,
entre otras. La semilla de Moringa oleifera es rica en aceites
esenciales, antioxidantes, flavonoides y proteinas [1].
Estudios preliminares demuestran que las proteinas de
reserva de la semilla presentan gran potencial
biotecnolégico en el tratamiento de aguas residuales, de
forma puntual las albuminas y las globulinas. En ese
sentido, el objetivo de este trabajo es establecer una
metodologia de extraccion seriada de las proteinas de
reserva de la semilla de Moringa oleifera.

Metodologia. Se realiz la extraccion de grasas de la
semilla de Moringa oleifera por soxhlet, se deshidrato y
tamiz6 la muestra. Posteriormente, se hizo la extraccién
seriada por triplicado de las fracciones proteicas de la
semilla, por el método modificado de Barba de la Rosa
[2], se utilizaron las siguientes soluciones para la
extraccion a tres pasos (1:30 p/v): agua para albuminas
(ALB), NaCl 0.1M, K2HPO4, 10Mm a pH 7.5 y EDTA
1mM a pH 8 para extraccién de globulinas 7S (7S), NaCl
0.8M, K2HPO4 10Mm apH 7.5y EDTA 1mM a pH 8 para
globulinas 11S (11S), La extraccion de prolaminas (PRO)
se realiz6 con una solucion de 30% etanol 70%. La dltima
fraccion que se obtuvo fue glutelinas (GLU) con una
solucién de NaOH 0.1M. Las muestras con la solucién
correspondiente se mezclaron en vortex por 20 minutos
y se centrifugaron a 1000 rpm durante 20 min a 4°C, el
sobrenadante se decant6 y se almacend a -20°C [2,3,4].
Las fracciones proteicas extraidas de la semilla de
Moringa Oleifera se cargaron a un gel de tris-glicina
SDS- poliacrilamida.

Resultados. Se identific6 que la metodologia aplicada
para la extraccién seriada de las fracciones proteicas de
la semilla de Moringa oleifera es viable. Las muestras
que aparecen en la Fig 1. Son Marcador de peso
molecular, albuminas, globulinas 7S, globulinas 11S,
Prolaminas y Glutelinas respectivamente.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Gel de Tricina-SDSPAGE con muestras de la extraccion fraccionada de
las proteinas de semilla de Moringa Oleifera, carril 1.
MPM, carril 2. Alouminas,3. Glutelinas 7S,4. Glutelinas 11S,5.
Prolaminas, 6. Glutelinas.

La extraccién seriada de las fracciones proteicas de la semilla
de Moringa oleifera permiti6 observar que existe una
diferencia en la cantidad de proteinas arrastradas en cada
fraccion. Siendo albuminas, y globulinas 11S las proteinas
mayoritarias. Este resultado es similar a lo reportado por
Baptista, et. al., en 2017, donde se estableci6 que las
fracciones mayoritarias son albuminas y globulinas, sin
embargo, en ese estudio los rendimientos fueron menores a
los obtenidos en este estudio con la extraccion seriada de 3
pasos [3]. En el analisis SDSPAGE de las fracciones proteicas
extraidas se observan bandas de aproximadamente 70, 25y
<10kDa propias de proteinas reportadas en la semilla.

Conclusiones. La estrategia de la extraccidon seriada a tres
pasos aumenta el rendimiento de las fracciones proteicas de
interés de la semilla de Moringa oleifera.
Agradecimiento.
Los autores agradecen a la Universidad de Guanajuato por el
apoyo otorgado para la realizacion de esta investigacion.
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INHIBIRLA MARCHITEZ POR VERTICILOSIS EN CULTIVOS DE ALGODON
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Palabras clave: verticilosis, péptidos antimicrobianos, biologia sintética

Introduccion. Verticillium dahliae es el fitopatdgeno
responsable de la verticilosis, que afecta a mas de 300
especies en todo el mundo (1). Ataca el sistema vascular
de las plantas al causar marchitez y afectar la calidad y el
proceso de produccion del cultivo. Cada afio alrededor de
150,000 toneladas de algodon se pierden debido a este
hongo (2). Para prevenir e inhibir esta enfermedad se
propuso la produccién recombinante del péptido antifingico
AtPFN1, que posee la habilidad de romper la pared celular
fungica (3). De igual forma, se planted la determinacion de su
actividad fungicida.

Metodologia. Se realiz6 transformacién por choque térmico
de la cepa de expresién E. coli BL21 (DE3) con el plasmido
recombinante AtPFN1 [BBa_K2959010 del Registry of
Standard Biological Parts] que posee un promotor T7, sitio de
union a ribosoma, la secuencia codificante para AtPFN1y un
doble terminador, construido por estrategias de biologia
sintética. Se indujo la expresion del péptido con IPTG a 0.2
mM, 0.4 mM, 1 mM y 3 mM. Posteriormente, se realizo el
protocolo de extraccion de proteinas solubles utilizando una
solucién de lisis con lisozima. Finalmente, para probar la
actividad antifiingica, se midi6 la absorbancia a 405 nm de
una suspension de esporas de V. dahliae, tratada con
distintas concentraciones del extracto de proteina soluble de
E. coli BL21.

Resultados. Se realizé una cinética de expresion del péptido
AtPFN1 y se corrobord6 su produccién en todas las
concentraciones probadas del agente inductor (Fig. 1).

Protein Negative

ladder control

Fig. 1 Expresion de AtPFN1 visualizada en SDS-PAGE (12%). Control negativo:
E.coli BL21 (DE3) células no transformadas, Células transformadas con AtPFN1 1.
sin induccién, 2. 0,2 mM de IPTG, 3. 0,4 mM de IPTG, 4. 1

mM de IPTG, 5. 3 mM de IPTG, 6. 3 mM de IPTG.
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En el ensayo de actividad antifingica, el control positivo
presenté una tasa de crecimiento del 40%. Los controles de
células no transformadas parecian aumentar el crecimiento
del hongo, en contraste con el extracto que contenia los
péptidos, que demostré una inhibicion en todas las
diluciones con concentraciones mas bajas (Fig. 2).

o ; = r

8 4036
28.09

1 1 B §
0.00 = E— o =

Undiluted Dilution 3:4 Dilution 1:2 Dilution 1:4

I 13
50.00 H 4036 B w036 §
|

™ BL21 (DE3) control Positive control  ®AtPFN1

Fig. 2 Actividad antifiingica de AtPFN1 contra V. dahliae. Tasa de
crecimiento de V. dahliae (%) tratada con diferentes concentraciones de
proteinay E. coli BL21 (DE3) sin transformar.

Los extractos proteicos de E. coli BL21 (DE3) no
transformados parecen aumentar el crecimiento del
hongo, en contraste con el extracto que contiene el
péptido AtPFN1, donde se observé la inhibicién del
crecimiento fangico en las tres diluciones, con porcentajes
del 30.40%, 76.96% y 98.32% para las diluciones 3:4,
1:2 'y 1:4, respectivamente, en comparacion con el control
de crecimiento positivo.
Conclusiones. Se demostré la produccion eficiente de
AtPFN1 de manera recombinante a través de estrategias
de biologia sintética y su capacidad inhibitoria de
crecimiento para el hongo V. dahliae.
Agradecimiento. A la Escuela de Ingenieria y Ciencias
del Tecnolégico de Monterrey campus Chihuahua por las
facilidades brindadas para la realizacién de este proyecto.
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Introduccion. El cancer es un término para relacionar a un
grupo de enfermedades que afectan a diferentes partes del
organismo, una caracteristica que lo define es la multiplicacion
rapida de células anormales (ASC, 2020). Aunque los
tratamientos actuales como la quimioterapia han demostrado
ser efectivos, tienen un costo elevado y numerosos efectos
secundarios. Por lo que aln existe la necesidad de la
basqueda de nuevos medicamentos que puedan ser mas
potentes, selectivos y menos toxicos que los empleados hoy
en dia. Cerca del 70% de los farmacos contra el cancer han
sido aislados de productos naturales, destacando los
alcaloides (Ali et al., 2014). En México, contamos con una gran
diversidad botanica, sin embargo, sélo un pequefio nimero de
plantas han sido estudiadas para comprobar sus propiedades
anticancerigenas. Se han reportado un total de 300 plantas
pertenecientes a 90 familias botanicas de las cuales 181 han
sido estudiadas en modelos in vitro e in vivo, y sélo un 56 %
han presentado actividad en al menos una linea celular
cancerigena, una de las familias de plantas que han
demostrado bioactividad in vitro son las Fabaceas (Alonso-
Castro, 2011) y han sido asociado a compuestos del tipo
alcaloide. Por lo que el objetivo del presente trabajo es
determinar el contenido de alcaloides en extractos crudos de
Prosopis juliflora y Vachellia farnesiana.

Metodologia. Las hojas de Prosopis juliflora y Vachellia
farnesiana, se secaron por liofilizacion por 24 horas (PS). Las
muestras de biomasa seca, se mezclaron con etanol en una
proporcion 1:30 (m/v) y se mantuvieron en agitacion constante
durante 24 h. posteriormente se empled bafio ultrasénico a 40
°C y 53 KHz durante 40 minutos. La mezcla, se filtr6 y se
extrajo con hexano empleando volumenes iguales. El extracto
fue concentrado en rotavapor y reconstituido en agua, después
fue desengrasado con cloroformo en voliumenes iguales, este
proceso se realizé por triplicado. El extracto cloroférmico fue
particionado con una solucion al 1% de NaCl para remover
taninos, el extracto se llevé a sequedad y peso constante a
60°C. La cuantificacion se realizé en base a la reaccion de
alcaloides propuesta por Shamsa (2010) empleando una
solucion de verde de bromocresol (BCG), midiendo la
absorbancia a 470 nm (Genesis 10S UV- vis V4.006), y usando
como material de referencia a la atropina, los resultados se
expresaron como miligramos de equivalentes de atropina por
g de biomasa seca (mg EA g-1, PS).

Resultados. Se elaboraron los extractos, a los cuales se les
establecid el rendimiento de extraccion a peso constante,

encontrandose un poco mas del 2% en el rendimiento para
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ambas especies vegetales y sin mostrar diferencias significativas
entre ellas. A los extractos obtenidos se les determind
espectrofotométricamente el contenido de alcaloides elaborando
una curva patrén usando atropina (R2=0.996). Se observé que el
extracto cloroférmico de P. juliflora tiene un significativamente
mayor contenido de alcaloides (16.53 mg EA g-1 PS) respecto al
contenido determinado para V. farnesiana (9.80 mg EA g-1 PS)
(Tabla 1). Esto fue similar a lo observado por Muhammad (2013)
para P. juliflora reportando un rendimiento de 3.6% w/w para el
extracto crudo elaborado con hojas expresado como cantidad de
alcaloides totales. Para el caso de V. farnesiana no existen
reportes previos de cuantificacion de alcaloides en las hojas. Sin
embargo, Sanjay (2013) reporta la cantidad de alcaloides para la
corteza y las semillas de V. farnesiana, con un valor de 1.23%
wiw 'y 0.034% w/w, respectivamente. Mientras que en un informe
para Acacias dealbata y A. melanoxylon especies de la misma
familia, se reporta 5.8 y 4.8 mg de alcaloides en el extracto crudo
de hojas (Angelo, 2012).

Tabla 1. Rendimiento y contenido de alcaloides de los extractos
de P. julifloray V. farnesiana.

Especie Rendimiento Alcaloides totales
vegetal de extraccién (mEA g1, PS)
(%0)
P.juliflora 2.64+0.422 16.53+1.192
V. farnesiana 2.58+0.182 9.80 + 1.09°

Los datos representan el promedio de tres réplicas + DS. Letras diferentes en superindice, dentro de las columnas,
muestran diferencias significativas (p<0.05).

Conclusiones. El extracto cloroférmico de P. juliflora muestra un
significativamente mayor contenido de alcaloides totales (16.53 +
1.19 mg EA g-1, PS) con respecto a V. farnesiana (9.80 £ 1.09 mg
EA g-1, PS). Entérminos generales, las dos especies son un buen
blanco para estudios en el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento del cancer, al presentar altos contenidos de
alcaloides.

Agradecimientos. El primer autor agradece al CONACYT por la
beca otorgada para los estudios de doctorado.
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Introduccion. Los residuos agroindustriales pueden ser
utilizados como fuente de compuestos bioactivos, tal es
el caso de la cascara de aguacate, la cual representa el
16 % de peso del fruto (1). Algunos estudios indican que
la cascara de aguacate puede contener polifenoles como
la epicatequina, entre otros (2). Los polifenoles
presentan actividades antiinflamatorias y antioxidantes
que podrian emplearse en el tratamiento de
enfermedades degenerativas (3). Sin embargo, falta
desarrollar métodos de extraccion mas eficientes, que
sean sustentables y con bajo impacto ambiental,
mediante el uso preferencial de solventes menos
dafiinos para el ambiente.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la obtencion

de compuestos bioactivos a partir de la cascara de
aguacate mediante la utilizacion de diferentes métodos
de extraccion.

Metodologia. La céscara residual (variedad Hass) se
recolect6 de cafeterias, mercados u hogares. Se lavo,
se cortd y se molié. Se evaluaron los siguientes métodos
de extraccion: A) 40 g de sustrato mas 200 ml de agua,
con agitacién a 70°C durante 1 h; B) método a + 3
ciclodextrina (1%); C) fermentacién en estado sélido 40
g de sustrato, 70 % de humedad, usando
Saccharomyces cerevisiae (2.5 x 107 cel / g); D)
sonicacién 15 min, 1 g de sustrato mas 10 ml de agua;

E) sonicacion con etanol y F) molido himedo, 40 g de
sustrato mas 200 ml de agua, 30 s de molido usando un
procesador de alimentos comercial. A los extractos se
les determiné el contenido de fenoles totales y los
polifenoles por HPLC (4).

Resultados. El contenido de fenoles totales de los
diferentes extractos se muestra en la Fig. 1, se observa
que cuando se utilizé el método E (molido hiumedo) se
obtuvo la concentracion mas alta de fenoles totales con
un valor 1562 mg de miliequivalentes de acido gdlico
(GAE) /100 g de peso seco. Este valor es superior a los
1260 mg / 100 g que se reportaron previamente, pero
utilizando solventes organicos como disolventes (5), los
cuales pueden tener un impacto negativo en el medio
ambiente. El andlisis de la varianza indic6 que hay
diferencia significativa entre los métodos de extraccion y
el contenido de fenoles totales obtenido (p < 0.001).
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Fig. 1. Contenido de fenoles totales de la cdscara de aguacate obtenidos através de
diferentes métodos de extraccion.
Los resultados del analisis de polifenoles por HPLC, hasta
el momento, indican la presencia de al menos 5
compuestos, entre ellos, se logr6é identificar al acido
clorogénico y a laepicatequina. Obteniendo de esta Ultima
una concentracion hasta 0.05 mg / ml de extracto.

Conclusiones. Los resultados indican que el método de
extraccion tiene un efecto significativo en la concentracion
de fenoles totales, siendo el molido himedo el método con
el cual se obtuvo la mayor concentracién de estos.
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Introduccion. El género Capsicum incluye mas de 30 especies,
cinco de ellas se han domesticado; en las cuales encontramos
el especie C.annuum, (Ramchiary y Kole, 2019). El cultivo de C.
annuum se lleva a cabo principalmente en América, Europa y
Asia. Sin embargo, este cultivo sufre pérdidas debido a
patégenos y condiciones climéaticas como la sequia (Aguirre-
Hernandez y Mufioz-Ocotero, 2015). La poca disponibilidad de
agua en el suelo puede ocasionar que la respiracion de la hoja
exceda el agua absorbida por las raices, lo que se conoce como
estrés hidrico (Luna et al., 2012). Entre los cambios metabdlicos
gue ocurren se encuentran disminucién en sintesis de proteinas,
respiracion y distribucion de nutrientes (Covarrubias, 2007).
Algunas de estas sefiales, se regulan por las giberelinas (GA),
las cuales tienen un efecto sobre la floracion y pueden actuar
como promotores e inhibidores. En algunas plantas, inducen la
formacion de brotes y floracion mediante la aplicacion de GA.
En este trabajo, se abordo la busqueda mediante Bioinformatica
de secuencias de genes y proteinas, principalmente los de la
biosintesis de giberelinas (Figura 1), involucradas en el
desarrollo de plantas de C. annuum.

Figura 1. Biosintesis y regulacion de GA en una célula vegetal.

Metodologia. La germinacion de las semillas de C. annuum, se
realiz6 a una temperatura de 20-32 °C y 32-45% de humedad;
y con una mezcla de suelo Sunshine. Veinte dias después de la
germinacion, se aplicaron diferentes tratamientos con
giberelinas como describe Ouzounidou et al. (2010). Para la
identificacion de proteinas involucradas en la biosintesis y
regulacién de giberelinas, se realizé una busqueda de
informacion en las bases de datos (NCBI, UniProt). Oryza sativa
fue el organismo con todas las secuencias encontradas y se
utilizaron para rastrear (Blast; Altschul, et al., 1990) en el
genoma de C. annuum (Qin C. y col. Proc. Natl Acad Sci, 2014).
Finalmente, las secuencias homologas se compararon usando
el algoritmo Clustal Omega (Madeira, et al., 2019) para
determinar su parecido.

Resultados. Las plantas crecidas en condiciones de estrés
hidrico y tratadas con giberelinas tuvieron una recuperacion mas
rapida, y esto llevo a un tiempo mas corto en la generacion de
frutos, produjeron mayor follaje, en comparacion con la muestra
control. Las principales enzimas involucradas en la sintesis
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de giberelinas son: ent- copalil difosfato sintasa (CPS), ent-kaureno
sintasa (KS), giberelina 20 oxidasa, y giberelina 3 oxidasa, a
mayoria se identificé en el genoma de C. annuum (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion de proteinas involucradas en la biosintesis y regulacion de
giberelinas en plantas de C. annuuum

Oryza sativa subsp, Japénica. Gapsicum. annuum.

Proteina ) Autor Proteina ) Autor

Enteopalll difosfato Q62510
sintetasa 2
cloroplastico

RAisIc S, et al. Ent-copalil difosfato PHTB0457 1 Kim, S, et al
2004

sintasa, cloroplastico 2014

Entkaueno 16 QOJAB2

sintetasa

XuUM . etal Entkaureno 16 PHT77516.1 Kim, ., et al.
2007 2014

sintetasa
cloroplastico

Q525R4 KAF3677317.1 Kim, M-S , er

Entkaureno
2 al, 2019

TRdraKkLY ., et EAtkaureno
oxidasa 2 al, 2012 oxidasa,

cloroplastico

Acido ent-kaurens QBVRM7 Sakamoto T, ef | Acido emikaurmne, KAF3623532 1 Kim, M-S, ef
ai., 2004 oxidasa al., 2019

QOJHBO Sasakl A, et

al., 2002

Giberelina 20
oxidasa

ADZ96940 1 Isabalia, A,

ot al., 2001

Giberelina 3
oxidasa

QOFUS3 Giberelina 3-beta-

dioxigenasa

KAF3632498.1 Kim, M-8, ef

eh H., et al

2002 al., 2019

Giberelina 2 QBLGZ9 Lo S.F., et al.
oxidasa 2008

Giberelina 2-beta KAF3652313.1

dioxigenasa

Kim, M-S, ef
al, 2019
[ QBLEAS Ligauchi GIDA-like
Tanaka, M, et
al., 2005

NP_001311973.1

SLR1 Q76746 Qoawa M., et PREDICTED
al., 2000 proteina DELLA

GAl-lke Isoforma X1

XP_016672499 1

La secuencia de las proteinas encontradas en C. annuum, tienen
una alta similitud con las proteinas de O. sativa. Conclusiones. Las
giberelinas son necesarias para el crecimiento de la planta y
ayudan reducen los efectos del estrés hidrico. El genoma de C.
annuum lleva los genes que dan lugar a las proteinas para la
biosintesis de giberelinas y su secuencia es muy parecida a las de
otras especies, por lo cual se cree que sigue la misma ruta de
biosintesis y de inhibicion de algunas rutas involucradas en la
marchitacion de la planta. Sin embargo, falta realizar el estudio a
nivel laboratorio para confirmar la presencia de estas enzimas y su
actividad en la planta de C. annuum.
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Introduccion. Botrytis cinerea es el agente causal de la
podredumbre gris, que tiene la capacidad de infectar una
gran variedad de cultivos (1) como el de zarzamora (Rubus
fruticosus), cultivo de importancia econ6mica para
Michoacén (2). Como una alternativa para contrarrestar los
dafios ocasionados por la enfermedad, se seleccionaron
tres lineas mutantes (rfgum5, rigum6 y rfgum17) obtenidas
por radiacién gama in vitro que presentan resistencia a la
enfermedad en ensayos in vitro (3), sin confirmar si ésta se
mantiene en las lineas mutantes cultivadas en condiciones
de invernadero y campo. El objetivo del presente trabajo fue
realizar bioensayos de patogenicidad en las lineas
mutantes seleccionadas in vitro, cultivadas en invernadero
y en campo.

Metodologia. Se realizaron bioensayos de patogenicidad
para evaluar la resistencia en hojas completas de plantas
de las tres lineas mutantes y de una linea control (no
irradiada), durante su cultivo en invernadero (90 dias) y
campo (180 dias). Las hojas fueron lavadas vy
desinfectadas para su cultivo in vitro enmedio agar-agua
(6 g/L de agar) (n=3), las que fueron inoculadas en el area
central del haz con 10 pL de una suspension de 1X103
esporas/mL de B. cinerea, crecidopor 21 dias. Se evalué
la severidad de la patogenicidad con la determinacién de
diferentes niveles de necrosis (niveles 1 — 6, donde 1 es
la ausencia de necrosis y 6 necrosis por arriba del 50% de
la totalidad del &rea foliar)e indice de severidad (1, 5, 10,
25, 50 y >50 %) cada 24h, durante 14 dias posteriores a
la infeccién (dpi), determinando su efecto en toda la hoja.

Resultados. Se confirmd la resistencia a B. cinerea en las
lineas mutantes rfgum5 y rfgum6, en los ensayos
realizados en invernadero (Fig. 1a), ya que no mostraron
ningdn sintoma de enfermedad a los 14 dpi en
comparacién con las hojas de las plantas control, que
desarrollaron necrosis desde los 2 dpi con un indice de
necrosis de 6 y un indice de severidad >50% desde los7
dpi. A los 14 dpi, la resistencia al hongo no se mantuvoen
las plantas mutantes rfgum17 cultivadas en invernadero,
ya que presentaron sintomas de enfermedad desde los
7 dpi con un indice de necrosis 3 (30% del area foliar
necrosada) y un indice de severidad del 25%. Sinembargo,

los bioensayos realizados en hojas de plantas cultivadas
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en campo, mostraron la resistencia a B. cinerea Gnicamente en
la mutante rfgume6, sin mostrar sintomas de la enfermedad, no
asi en las mutantes rfgum5 y rfgum17 (Fig. 1b).

Control + Control - rfgum5 rfgum6 rfigum17

.Y >
14 dpi ’ : .

Fig. 1. Bioensayo de patogenicidad para resistencia a B. cinerea en hojas completas
de plantas de zarzamora mutantes (rffgum5, rfgum6é y rfgum17) y control de
zarzamora Cv. Tupi, cultivadas en invernadero (a) y en campo (b), 14 dpi (n=3).

Conclusiones. Con los bioensayos de patogenicidad se
confirmé la resistencia a B. cinerea en las lineas mutantes
rfgum5 y rfgum6, en condiciones de cultivo en invernadero,
esta Ultima mantuvo la resistencia en cultivo en campo. Es
perspectiva de esta investigacion, realizar la caracterizacién
morfoanatdmica y genética de estas lineas mutantes.

Agradecimiento. Proyecto Financiado por la CIC/UMSNH
2020-2021, y al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT).
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Introducciéon. Las diversas actividades humanas e
industriales, han degradado los suelos agricolas a nivel
mundial. Segun la FAO en 2019, mas del 45% de la
superficie de México esta deteriorada por erosién. Debido al
problema anterior, se busca técnicas alternativas para
mejorar las condiciones de los suelos de los cultivos. Una de
estas técnicas es el uso de abonos verdes (AV), la cual
consiste en la incorporacion de una masa vegetal de plantas
cultivadas al suelo con la finalidad de que la incorporacion de
la materia organica (MO) y nitrégeno mejoren la estructura y
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo [1]. En este
proyecto se utilizaron hojas pulverizadas de B. alicastrum
perteneciente a la familia Moraceae, ya que se ha reportado
gue las hojas de esta familia contienen altos niveles de
nutrientes y abundante material, que lo hacen una alternativa
de gran importancia como AV [2,3]. El objetivo de este
proyecto es evaluar el efecto del abono de B. alicastrum
sobre dinamica C y N, los parametros morfométricos y el
desarrollo del cultivo de S. lycopersicum.

Metodologia. Se recolectaron 500g de hojas frescas de
arboles que se encuentran en el TNM/ITTG. Las hojas se
desinfectaron y se dejaron secar en sombra durante 3-4 dias
a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron pulverizadas
en molino de matrtillos, a este AV se le determind el contenido
de MO, K, Mg, P por Digestion acida asistida por microondas
y N (método de Kjeldahl). Acto seguido, se determiné el
porcentaje de humedad y de cenizas [4]. También la
caracterizacion fisicoquimica del suelo. Se recolectaron
muestras de suelo y se determiné la CRA, textura, CE, pH y
nutrientes minerales presentes en el suelo [5]. Para evaluar el
efecto de la aplicacién del pulverizado de hojas de B.
alicastrum en cultivo de S. lycopersicum, las plantulas de S.
lycopersicum fueron trasplantadas 20 dias después de la
emergencia en los semilleros a las unidades experimentales.
Se aplico el disefio completamente al azar con tres
repeticiones y tres bloques utilizando la prueba de Tukey con
un 95 % de probabilidad. Los tratamientos fueron: TO=
Blanco, T2= Suelo+1.5 g de N (urea), T3= Suelo+1.5gde N
AV, T4= Suelo+3.0 g de N AV y T5= Suelo+4.5 g de N AV. Y
las variables de respuesta fueron los parametros
morfométricos y el desarrollo del cultivo de S. lycopersicum.

Resultados. En la figura 1 se muestran los resultados de
los parametros (altura, didmetro de tallo, fenoles y
flavonoides) de los diferentes tratamientos
correspondientes a los 60 después del trasplante (ddt) de la
planta. Se puede observar que la aplicacion del AVa
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diferentes concentraciones no mostré diferenciasignificativa
con el tratamiento con fertilizante (urea)sobre los parametros
de diametro de tallo y altura de la planta.

a) b)

c) d)

FENOLES

-
1

Fig. 1. Variables fenoldgicas de cultivo de S. lycopersicum valoradas60 ddt. a)
Altura de la planta; b) Diametro de tallo; c) Fenoles y d) Flavonoides.

Conclusiones. Los resultados parciales de los 60 ddt
obtenidos, permiten concluir que al momento el AV de B.
alicastrum provoca efectos positivos y significativos en las
variables del cultivo de S. lycopersicum, por lo que puede ser
considerado un importante implemento comoun AV por sus
altos nutrimentos solubles que pueden suplir la nutricion de
las plantas.

Agradecimiento total al Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) por el apoyo y patrocinio para esta
investigacion.
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Introduccion. Moringa oleifera es una de las plantas mas
utiizadas en el mundo, debido a la presencia de
fitoquimicos con actividades bioldgicas, que podrian serla
base de farmacos innovadores (Panghal et al. 2018). Los
flavonoides y los acidos fendlicos son los principales
compuestos fendlicos en la parte aérea de M. oleifera
(Leone et al. 2015). Debido al interés por estos
compuestos es importante generar estrategias de cultivo
en condiciones controladas que permitan analizar su
biosintesis y establecer condiciones que aumenten la
produccion de los compuestos de interés. Lagerminacion
se considera la etapa mas critica del ciclo de vida de la
planta debido a su alta vulnerabilidad.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de H20:
en el establecimiento de un cultivo de germinados de M.
oleifera.

Metodologia. Las semillas de M. oleifera se adquirieron
en la Facultad de Agronomia de la UANL, se les retiré la
testa y se lavaron con jabon liquido de manos al 1% por
10 min seguido de Extran® al 1% por 10 min, ambos en
agitacion a 100 rpm. Se evaluaron, por quintuplicado,
cuatro tratamientos de desinfeccion por inmersion
consecutiva, con los tiempos y soluciones que se
muestran en la tabla 1. Se realizaron tres enjuagues con
agua estéril entre cada solucién. Se germiné en medio MS
al 3% de sacarosa y 1% de fitagel. Bajo fotoperiodo de
16/8 a 4000 lux y 25+3°C. Se coseché a los 15 dias.

Tabla 1. Tiempos (min) de inmersién en cada solucion.

Tratamiento H,0, Etanol Hipoclorito
al 1% al 70% de sodio al
1%
A 1 1 5
B 3 3 15
C 1 5
D 3 15

Resultados. Todos los tratamientos de desinfeccion
presentaron una alta efectividad (A, B y D= 100% vy
C=80%) evaluados a los 15 dias. Se observé un efecto
positivo en la germinacion de los tratamientos con mayor
tiempo de inmersién, donde destaca el tratamiento B
(100% de germinacion) con la inmersion en perdxido por
3min (Fig. 1). El peroxido de hidrégeno (H202), un
segundo mensajero, juega un papel vital en la
germinacion de las semillas y el crecimiento y desarrollo
de las plantas, asi como en la adquisicion de tolerancia al
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estrés. En germinados de Jatropha curcas se report6 que el
pretratamiento con H20: puede mejorar el porcentaje de
germinacion de las semillas al estimular fuertemente el
aumento de la actividad de la L-cisteina desulfhidrasa y la
acumulacion de H2S (Li et al. 2012).

Al |
s |y ) |
PP

Fig. 1. Tratamientos de desinfeccién A, B, Cy D de germinados de Moringaoleifera,

alos 15 dias de cultivo.

Conclusiones. El H202 al 1% por 3 min como parte del
tratamiento de desinfeccion B de las semillas mostré un
posibleefecto en la mejora del porcentaje y velocidad de
germinacionde M. oleifera.

Agradecimiento. Al proyecto Conacyt-SEP CB/2016-
284813. G. Espinosa-Veldzquez agradece la beca de
Posgrado CONACYT-México 754283.
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Introduccion. Utiliza El cancer es un problema de salud
publica por ser la primera causa de muerte en el mundo
(1). Aproximadamente 78 % de los medicamentos
utilizados contra este padecimiento proviene de fuentes
naturales (2). Entre los medicamentos derivados de
plantas que actualmente se utilizan con mas frecuencia
estdn Podofilotoxina, Camptotecina y Taxol. En la
medicina tradicional algunas especies del género
Kalanchoe (Crassulaceae) se han utilizado en el
tratamiento del cancer (3). Asimismo se ha reportado que
los extractos de hojas de Kalanchoe laetiverens
presentaron actividad citotéxica selectiva contra una
linea celular cancerigena resistente a taxol (4). Sin
embargo, en la naturaleza la acumulacion de los
metabolitos con actividad farmacoldgica es variable
durante el afio.

El objetivo de este trabajo es establecer el cultivo in vitro
de K. laetivirens para lograr la produccién estable y
controlada de los compuestos con actividad
farmacoldgica.

Metodologia. Las plantas de Kalanchoe Ilaetivirens
fueron colectadas en el municipio de Tetela del volcan
18°88’48” N, 98°71°99”0. Para la propagacion in vitro se
utilizaron las plantulas originadas de los embriones
somaticos desarrollados en el borde las hojas. Para la
desinfestacion se evalué el tiempo de exposicién (1, 3 y
5 min) en las soluciones desinfestantes (NaCIlO 1%,
etanol 70% y etanol 80%). Después de cada lavado con
solucidn desinfestante, se lavé con agua destilada estéril
(por triplicado). Las plantulas desinfestadas se colocaron
en medio B5 sin hormonas, suplementado con sacarosa
3% y gellan gum 0.28%. Finalmente se incubaron a 20
pmol m2s-1 con un fotoperiodo de 16 hry 25 + 2 °C.
Resultados. El mayor porcentaje de desinfestacion
(90%) se logré al colocar las plantulas durante tres
minutos en NaClO 1% y posteriormente 3 min en EtOH
80% (tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de desinfestacidn.

Solucion Tiempo exposiciéon  (Min)
desinfectante

1 3 5
NaClO 1%
EtOH 70% 0 0 10
NaClO 1%
EtOH 80% 10 9% 20

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

En la figura 1 se presentan imagenes de cada etapa desde la
obtencién de las plantulas desarrolladas en el borde de las
hojas hasta el desarrollo in vitro mostrandonuevas plantulas
en el borde de las hojas.

Fig. 1. Propagacion in vitro de Kalanchoe laetivirens. A) Planta propagada
ex vitro, la flecha muestra las plantulas en el borde de la hoja, B) Plantulas
en el proceso de desinfestacion, C) Plantula colocada en medio de cultivo
semisdlido a los 15 dias de cultivo in vitro,la flecha muestra la raiz, D) Plantula
a los 50 dias de cultivo in vitro, seobserva el desarrollo de nuevas plantulas
en borde de la hoja.

Conclusiones. El tiempo de exposicién fuedeterminante
para lograr mayor porcentaje de desinfestacién, pues
tiempos mayores ocasionaron dafio al tejido.
Agradecimiento. Al Instituto Politécnico Nacional por el
financiamiento (SIP 20210733)
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Introduccion. Cysteine-rich receptor-like kinase 12, o
CRKs, son una clase de RLK de gran importancia ya
que desempefian funciones vitales en procesos de
resistencia a enfermedades y muerte celular en
plantas. Previamente, hemos identificado 46 miembros
de CRK en Phaseolus (1). Sin embargo, lo que se sabe
respecto a su funcion durante la simbiosis sigue siendo
limitado. Segun analisis transcriptomicos, se ha
demostrado que varios miembros de CRK son
inducidos durante la simbiosis micorricica y con
rizobios (1). La caracterizacion de CRK durante la
simbiosis es una necesidad urgente que permitira llenar
los vacios de conocimiento en la via de sefializacion de
este proceso. En el presente estudio, nuestro objetivo
fue caracterizar la funcion del nuevo CRK12, el cual fue
regulado al alza especificamente durante la simbiosis
con rizobios en frijol.

Metodologia. Para desarrollar un constructo de
sobreexpresion de PvCRK12, se aislé el CDS de ADNc
de P. vulgaris y el fragmento de 1275 pb y se insert6 en
el vector binario pH7WG2D.1 bajo control del promotor
constitutivo 35S (2). Se utiliz6 como control el vector
vacio pH7WG2D.1. Se generaron raices pilosas
transgénicas usando Agrobacterium rhizogenes K599

(3) con el vector clonado. La nodulacién fue inducida por
Rhizobium  tropici con  GUS. Observaciones
histoquimicas determinaron el fenotipo de simbiosis en
las raices de Phaseolus.

Resultados. Las raices transgénicas se generaron
usando la cepa K599 que contenia el vector de
sobreexpresion de CRK12 (35SCRK12-GFP) y el vector
vacio (Control) por separado. Las raices transgénicas se
seleccionaron basandose en la fluorescencia de GFP, y
el andlisis de RT-gPCR muestra un aumento en la
expresion de 4,4 veces en comparacion con los
controles. Veintiocho dias después de la inoculacién, la
raiz transgénica de 35SCRK12 muestra 620
nodulos/planta en comparaciéon con los 145
nddulos/planta del control (Fig. 1E). Este fenotipo fue
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consistente en el 85% de las plantas. Los nédulos presentes
en el 35SCRK12 eran funcionales como se muestra en la Fig.
1 C-D. Esto indica el fenotipo de hipernodulacion fuerte (Fig. 1.
A-B).

NUMEROS DE NODUEL

SRR

Fig.1. Fenotipo de nodulacién en 35SCRK12. A) Control, B)

m N

35SCRK12, C-D) Secciones nodulares, E) Cuantificacion del nimerode
nédulos.

Conclusiones. En las raices transgénicas de 35SCRK12 la
transcripcion de CRK12 se sobre expreso6

4.5 veces. La biomasa de la planta de sobreexpresion
CRK12 fue mayor en comparacion con el control. El nUimero
de ndédulos fue significativamente mas alto en las plantas
35SCRK12 en comparacion con los controles, dando lugar
al fenotipo de hiper nodulacion.

Agradecimiento. Los autores agradecen DGAPA/PAPIIT,
UNAM por financiar parcialmente esta investigaciéon (Beca
no. IN213221 a MKA, IN216321 a KN) y al proyecto
CONACyYT CF-MI-20191017134234199/316538 a MKA.
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Introduccion. El nacar es un biomineral que es
sintetizado por proteinas de la matriz de la concha de
moluscos, mediante un fendmeno llamado
biomineralizacién. Este biomineral, es un polimorfo de
carbonato de calcio, que presenta un arreglo estructural
gue le confiere resistencia a la fractura, la cual es
comparable a la del hueso de los humanos. El nacar es
formado por proteinas de la concha, mismas que se
sintetizan en el manto de moluscos y se liberan al espacio
extrapaleal donde se lleva a cabo el proceso de
nucleacion y formacién de cristales de calcita y aragonita,
siendo éste Ultimo la base del ncar. A pesar de los
numerosos estudios realizados en moluscos, el proceso
de biomineralizacion no es claro, por lo que los estudios
de las proteinas de la conchay la evaluacion in vitro de su
funcion mediante estudios de cristalizacion son
imperativos para entender el proceso.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio es la
caracterizacion de proteinas involucradas en la formacién
de n4car y su evaluacion in vitro mediante estudios de
cristalizacion, que permita no sélo entender el fenébmeno
de biomineralizacion sino también, poder generar ncar in
vitro que pueda ser usado potencialmente en la industria
biomédica.

Metodologia. Las proteinas de la concha de Pteria sterna
fueron extraidas de acuerdo a Arroyo et al. (1). Se aislé la
proteina mas abundante de la fraccién insoluble y se
caracterizd bioguimicamente. Su funcionalidad y su
capacidad de regulacion de la formacion de cristales fue
evaluada in vitro de acuerdo a (2). Para entender la
formacién de polimorfos durante el proceso de nucleacion,
se hicieron experimentos de cristalizaciéon empleando
diferentes sales, las cuales contenian diferentes
cofactores (3,4). Los cristales fueron analizados
empleando Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y
Espectroscopia de RAMAN.

Resultados. Se aislé una glicoproteina con capacidad e
unién a calcio y a quitina de la concha de P. sterna (Fig.
1A), la cual es capaz de inducir la formacion de aragonita
y calcita usando diferentes concentraciones de sales en
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presencia de diferentes cofactores (MgClz, CaCl2, MgSOQs,
CaCl2/MgCl2), siendo el MgCl2 quien promoviera la formacién
de aragonita (Fig. 1B).

c8B Stains All Ps19 protein
MW~ Ps19 P19 Ova

0.7 pg-pLt 12pg-ut

MECl,, Na,CO,

B)

Fig. 1. Ps19 aislada de la concha de Pteria sterna. A) Electroforesis de Ps19
mediante SDS-PAGE tefiido con Commassie Brilliant Blue (CBB, gris),
identificacion de carbohidratos asociados a Ps19 en gel de electroforesis
mediante tincidn de PAS (Periodic Acid Schiff), ovoalbumina (Ova, control
positivo). B) Efecto de la concentracién de sal (MgCl2, Na2CO3) y proteina
(Ps19), en la capacidad de cristalizacion de Ps19 empleando SEM.

Los resultados de RAMAN confirmaron la presencia de
calcita y aragonita, pero también demostraron formacion de
polimorfos amorfos.

Conclusiones. A diferencia de otras proteinas de la matriz
de la concha de moluscos, Ps19 puede inducir la formacién
de dos tipos de polimorfos de carbonato de calcio, lo que
sugiere que no solo puede participar en la formacién de
nécar, sino también en la formacion de la capa prismatica en
bivalvos como P. sterna. Asi mismo, los resultados permiten
establecer las bases para la formaciéon de nacar in vitro la
concentracién especifica de sales y proteina.
Agradecimiento. A DRP por la asistencia técnica, ACV por
SEM, a BARE por RAMAN andlisis. A CONACyYT por la beca
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Introduccioén. La produccion y exportacion de zarzamora
es una de las principales actividades econdmicas en la
region de Los Reyes de Salgado, Michoacan,
representando el 51.7 por ciento del valor deproduccion
nacional de esta frutilla (1). La zarzamora esun fruto muy
susceptible a la degradacién debido a que su piel es
delgada vy fragil, estas caracteristicas de la fruta hacen que
pierda rapidamente sus propiedades fisicoquimicas y
nutricionales después de la cosecha, permitiendo a su vez
la proliferacién de hongos (2). De ahi la importancia de
realizar un buen manejo de la fruta en cosecha y
postcosecha.

El objetivo de esta investigacion es evaluar tratamientos
para el control de enfermedades postcosecha en frutos de
zarzamora (Rubus ulmifolius).

Metodologia. Como material vegetal se utilizaron frutos
de zarzamora de la variedad Tupi, cosechadas de un
huerto de la region. Se colocaron en charolas plasticas de
6 0z y se sometieron a distintos tratamientos por triplicado
para prevenir la aparicion de enfermedades. Los
tratamientos aplicados se muestran en la tabla 1. La
exposicién a Luz UV se realizé dentro de una campana de
flujo laminar a una distancia de 60 cm de la lampara UV,
mientras que el resto de los productos fueron aplicados
por aspersién directamente sobre los frutos. Las charolas
con frutos tratados y testigo fueron almacenadas a una
temperatura de 25 °C y se monitorearon cada tres dias
durante dos semanas para detectar la presencia de
enfermedades. Los datos recabados fueron sometidos a
un anadlisis de varianza (ANOVA) y a una prueba de
comparacion de medias deTukey a un nivel de confianza
del 95%.

Tabla 1. Tratamientos para la prevencién de enfermedades en laetapa
postcosecha de la zarzamora.

Tratamiento Dosis
Testigo
Luz UV (UV) 25 min
Producto a base de 108 UFC/
Bacillus mL
subtilis (BS)
Producto comercial 1 20 g/L
(PC1)
Producto comercial 2 20 g/L
(PC2)

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Resultados. En la figura 1 (Fig. 1) se observa que con el paso
de los dias, el nimero de frutos enfermos fue incrementando a
partir del dia 6 después del inicio del experimento,
principalmente en los frutos que no recibieron tratamiento. Los
frutos tratados con un producto a base de Bacillus subtilis
mostraron un mayor control de las enfermedades al contar con
un menor numero de frutos infectados a lo largo del
experimento, seguido de los frutos tratados con el Producto
comercial 2 y los expuestos a Luz UV, finalmente el tratamiento
que controld6 menos eficientemente la proliferacion de
enfermedades fue el del Producto comercial 1.

ab
. det
i

Fig. 1. Grafica de frutos enfermos por tratamiento a lo largo del experimento
(ddt, dias después de la aplicacién de los tratamientos). Lasbarras que no
comparten una letra son significativamente diferentes.
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Conclusiones. Los resultados sugieren que los tratamientos
utiizados ayudan a controlar o retardar la aparicion de
enfermedades postcosecha en frutos de zarzamora. Ademas,
el comportamiento de los productos utilizados muestra que un
tratamiento fisico como la radiacion a luz UV y el control
biolégico como el producto a base de B. subtillis pueden ser
tan eficientes como los productos quimicos comerciales.
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financiamiento para la realizacion de esta investigacion.
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Introduccion. El uso excesivo de fertilizantes quimicos o
sintéticos han producido perdidas de los nutrientes y materia
organica de los suelos, estos fertilizantes por loscompuestos
que contienen, han generado contaminacién ambiental y
enfermedades en humanos (1). Sin embargo, los fertilizantes
quimicos se siguen ocupando debido a que pueden enfrentar
la demanda de alimentos ante el incremento de la
poblacién. Se han propuesto alternativas para reducir el uso
de fertilizantes sintéticos, ejemplo de ello son modelos
sustentables, que consienten en el manejo de los recursos
naturales, para reducir los dafios ocasionados por la
fertilizacion quimica (2). El uso de fertilizantes organicos o
con la combinacién organico-sintético, permite emplear este
modelo de sustentabilidad (3).

El objetivo del trabajo fue evaluar el rendimiento del pasto
ballico perenne durante un cultivo de un afio de aplicando un
fertilizante orgénico proveniente de la digestion anaerobia de
residuos de ganado (digestato), con la fertilizacién con urea
y combinada orgénica- quimica.

Metodologia. El suelo fue obtenido de una parcela del CIBA.
A este se le afadi6 el 7% de vermicompost comercial. Los
experimentos fueron realizados en un invernadero tipo
cenital, las unidades experimentales fueron macetas de 3 kg
donde se sembraron 15 semillas de Ballico perenne (Lolium
perenne L.), se establecié el cultivo en la estacion de
primavera-veranoy se realizé un corte de homogenizacién 60
dias después de la siembra. Los pastos fueron cortados cada
5 semanas y fertilizados cada 30 dias (4=, a concentraciones
de digestato al 0 y 70%, se hizo fertilizacién quimica con urea
al 0 y 0.8 g/maceta, la combinacion de ambos fertilizantes a
sus maximas concentraciones digestato 70% y urea 0.8
g/maceta y como testigo suelo sin fertilizar. Se empleé un
disefio en bloques al azar con un arreglo factorial 2 x 2. Se
midié la altura, unidades SPAD y el rendimiento del forraje
(4). Los datos obtenidos fueron analizados con el software
SAS, bajo el procedimiento factorial ANOVA y el analisis de
sensibilidad de Tukey (P<0.05).

Resultados. Los resultados muestran en la variable altura
que, tanto para fertilizacibn con digestato, quimica y
fertilizacion combinada hubo una diferencia significativa de
19%, 36%, 45%, respecto al testigo sin fertilizar. Las
unidades SPAD registro un aumento del 44% en digestato,
61% con urea y del 66% con la fertilizacion organica-

quimica respecto al testigo, también se encontr6 una
interaccién entre los dos fertilizantes. En el rendimiento
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acumulado de Materia Seca (AMS) 36%, 80% y 85% para
digestato, urea y digestato-urea respectivamente contra el
testigo. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Medicién de las variables altura, unidades SPAD y rendimiento
acumulado de Ballico perenne en un afio aplicando digestato y urea.

Digestato Urea(g) Altura Unidades  Acumulado
(%) (cm) SPAD Materia

Seca (g)

0 0 13.1D 6.6 D 39D

70 0 16.1C 119C 6.1C

0 0.8 20.6 B 16.9B 19.7B

70 0.8 23.8A 19.2 A 26.3 A
Significancia Digestato ik ik *
Urea *k% *k% *%k%k

Interaccién Digestato* NS ** NS

Urea

Medias con literales iguales en columnas no son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). Sig.= Significancia, NS= No significativo (P>0.05), *=(P<0.05);
**=(P<0.01); ***=(P<0.001).

Conclusiones. Los diferentes esquemas de fertilizacion
digestato, urea y digestato-urea tienen en el pasto Ballicoun
efecto en la altura, unidades SPAD y AMS, respecto al testigo.
La méxima altura, unidades SPAD y AMS fue registrada en la
combinacion orgénica-quimica siendo el mejor tratamiento
seguido de la fertilizacién con urea, aunque la diferencia entre
tratamientos es de un 4% a un10% lo que indica que la
fertilizacién combinada esadecuada y se podria implementar
para dar pauta a reducir el uso de los fertilizantes quimicos.

Agradecimiento. Al médulo de leche de la granja experimental
de Departamento de Zootecnia de la Universidad Auténoma
Chapingo por la donacién del digestato.
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Palabras clave: Microalgas, Lipidos, acidos grasos, Extraccién Soxhlet, Extraccién, Ultrasonicacion

Introduccién. Por su elevado contenido de lipidos,
la biomasa microalgal en la produccion de biodiesel,
es una alternativa viable para la industria de
bioenergéticas. Dependiendo de la fase en la que se
encuentre el cultivo, las microalgas alteraran de
manera importante la concentracion lipidica (1). Los
métodosde extraccion lipidica afectan la estructura
celular. La selecciéon del método y la mezcla de
disolventes adecuados es esencial para el proceso
de extraccion al debilitar la estructura de la pared
celular, facilitando la extraccion de lipidos por
rompimiento celular (2). El objetivo del presente
estudio fue comparar la eficiencia de extraccion de
lipidos de biomasa microalgal a partirde, Chlorella
vulgaris, Nannochloris oculata Dunaliella salina y
Dunaliella tertiolecta, por los métodos Soxhlet y
Ultrasonicacion.

Metodologia. Las cepas C. vulgaris y N. oculata
fueron cultivadas en Medio Basal Bold (MBB) y D.
salina y D. tertiolecta en Medio F/2 Guillard en
fotobioreactores cilindricos de 6 L a 22 °C, con
iluminacién continua a 110 ymol m=2 s, aireacién
constante (2500 cc/min), durante 14 y 10 dias,
respectivamente.Se tomaron muestras de 800 ml de
cultivo en fase exponencial y estacionaria para
obtener biomasa de acuerdo a la cinética de
crecimiento. Los métodos de extraccion de lipidos
utilizados fueron Soxhlet (3) y Ultrasonicacion (4). El
primer método extrae el aceite contenido en la
biomasa seca por calentamiento (250 °C), utilizando
una mezcla de disolventes organicos
cloroformo/metanol (1:2 v/v). El segundo método
consisti6 en exponer la biomasa himeda a ondas
acusticas de una determinada frecuencia (20 KHz)
vibratoria para el rompimientode su pared celular. La
extraccién se realiza con una mezcla de hexano-
Isopropano (3:2 v/v).

Resultados.

Las fases exponencial y estacionaria en las
microalgas se presentaron desde los dias 5, 7 y 9,
segun la especie. La maxima densidad celular
observada fue en C. vulgaris con 2.02 X 107 £ 1.12
X 107 cel mlIt (figura 1). La mayor produccion y
productividad de biomasa se obtuvo en cultivos de D.
salina con 0.42 +0.1564 g L1y 0.0642 +0.005 g L
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d en fase estacionariay exponencial, respectivamente.

Fig. 1. Crecimiento de microalgas usadas en este estudio.

El mayor contenido de lipidos obtenido fue en D. tertiolecta en
fase estacionaria con 54.23 = 0.03 % utilizando el método de
extraccion Soxhlet. Sin embargo no se observan diferencias
significativas entre ambos métodos de extraccion (tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de lipidos en ambos métodos de extraccion

MICROALGA Fase de Lipidos (%) Lipidos (%)
crecimiento Método Método
Soxhlet Ultrasonicacion
Chiorella vulgaris Exp. 22441221 2312+ 1.42
Est 19.82%3.98 2114+ 1.98
Nannochioris oculata Exp. 23.3714.45 26.01+ 3.2
Est 12,911 0.01 15.02% 0.07
. i Exp. 21.95 % 466 2387+ 5.34
Dunaliella safina
Est 38.93 1 6.80 4002+ 3.24
Exp. 30.11£7.40 3212% 674
Dunaliella tertiolecta
Est 54.23%0.03 51.43 £ 0.01

Conclusiones. La mayor densidad celular observada fue en
C.vulgaris. La mayor produccién y productividad de biomasa se
obtuvo en cultivos de D.salina en fase estacionaria. No se observan
diferencias significativas entre ambos métodos de extraccion. Sin
embargo, el método de Ultrasonicacion no requiere un proceso
previo de secado de biomasa y los disolventes utilizados son
menos agresivos con el ser humano y el medio ambiente.

Agradecimiento. A TecNM por el proyecto financiado Clave:
8130.20-P. A CONACYT por la beca de la estudiante No. 859053.
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Palabras clave: Acer negundo, cultivos in vitro, brotacion

Introduccion. Acer negundo L. (maple mexicano o
acezintle) es una especie forestal dioica con potencial
maderable (Familia Sapindaceae), muy utilizada como
planta ornamental, especialmente en jardineria urbana,
con estatus de proteccion especial (Pr) en México, debido
a que presenta bajo éxito en su propagacion por semilla,
asi como por el cultivo in vitro directo de yemas apicales
o axilares de ramas de arboles adultos (1,2). Como una
estrategia para resolver esta problemética, seestablecieron
cultivos in vitro de &pices de ramas jovenes obtenidas en
estacas cultivadas en condiciones de invernadero. El
objetivo de la presente investigacién fue establecer las
condiciones de cultivo in vitro y de micropropagacion a
partir de apices de ramas de A. negundo.

Metodologia. Se establecieron cultivos in vitro de apices
de ramas jévenes obtenidas en estacas de arboles
adultos, cultivadas en una mezcla de turba y perlita (1:1)
bajo condiciones de invernadero (febrero- abril).
Establecimiento in vitro: Las yemas apicales se
obtuviern de ramas jévenes de dos semanas, las que
fueron tratadas con cuatro métodos de asepsia, utilizando
detergente neutro (Hyclin®), etanol,hipoclorito de sodio
comercial y el fungicida Tiabendazol60% (Tecto 60®),
variando la concentracion de éstos y el tiempo de
exposicion. Después de la asepsia, secultivaron por 14
dias en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS), en
condiciones de 25°C, 16 h de luz, 74 pumol/m2seg. Los
porcentajes de contaminacién, supervivencia y de
explantes con desarrollo de brote inicial, se evaluaron
para cada uno de los métodos. Etapas de brotaciéon y
enraizado: Diferentes concentraciones de la combinacion
debenciladenina/acido naftalenacético (BA/ANA: 0, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 mg/mL) se evaluaron para
inducir la formacion y multiplicacion de brotes en yemas
apicales del brote inicial, asi como &cido indolbutirico
(AIB: 0, 0.1, 0.5 y 1 mg/mL) para la formacién de raices
en brotes micropropagados.

Resultados. El tratamiento de asepsia con Optimos
resultados, consistio en Hyclin® 15% con 5 g/L Tecto 60®
por 15 min, hipoclorito de sodio comercial (1.2% decloro
activo) con 5 g/L Tecto 60® por 20 min, para
finalmente realzar tres enjuagues con agua estéril, previo
a la siembra en area estéril. Con éste se obtuvo un 85%
de supervivencia, observando solamente un 15% de
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contaminacién por hongos, sin presentarse oxidacion o
necrosis. El 75% de los explantes presentaron un brote inicial
de 2.5 cm de longitud con desarrollo de un par de hojas (Fig.
1a). En el medio MS con la combinacién de 0.5 mg/L BA/0.1
mg/L ANA se observo la formacién de 2.7 brotes/explante a los
15 dias de cultivo (Fig. 1b), llegando a la produccién de 5.2
brotes/explante a los 28 dias del cultivo (Fig. 1c). Los brotes
micropropagados de 30 dias, fueron cultivados en AIB,
mostrando un Optimo enraizado en medio sin auxina, con la
formacion de 2.8 raices/brote (Fig. 1d).

Fig. 1. Brote inicial de apice de A. negundo (a); Brotacion en yema apical (15 dias de
cultivo) (b); Brotacion en yema apical (28 dias de cultivo) (c); Brote en medio de
enraizamiento (d).

Conclusiones. Con esta estrategia de propagacion, se logréel
establecimiento in vitro, la multiplicacién y enraizado de brotes,
consiguiendo el desarrollo de plantulas de 3.5 cm de longitud
con tres pares de hojas, las que estan en proceso de
endurecimiento para establecer las condiciones de trasplantey

aclimatacion.

Agradecimiento. Proyecto Financiado por la CIC/UMSNH
2020-2021.
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Palabras clave: Ageratina, cultivos in vitro, brotacion

Introduccion. Recientemente, se ha reportado el uso de
Ageratina jocotepecana B.L. Turner por la composicién de
los aceites esenciales de las partes aéreas (hojas, tallos y
flores) que presentan actividad antimicrobiana, repelente
contra las termitas de madera seca y por ser fuente de
compuestos para la sintesis de Ambrox® [(-)-13,14,15,16-
tetranor-8a,12-labdanodiol], un compuesto con un alto
potencial para utlizarse en perfumeria (Patente
MX/a/2015/014945) (1,2). Debido a estas propiedades y a
gue sus poblaciones son escasas, asi como presentar un
porcentaje de germinacidn bajo, es importante plantear
métodos para su propagacionmasiva y asegurar la fuente
de sus compuestos. Como una estrategia a este problema
de propagacién, el objetivo de la presente investigacion fue
establecer las condiciones de cultivo in vitro y de
micropropagacion de

A. jocotepecana.

Metodologia. Se establecieron cultivos in vitro por la
siembra de semillas, obtenidas de una poblaciénsilvestre en
Michoacan, mediante un sistema de asepsiaconsistente en
etanol 70% por 2 min, detergente neutro (Hyclin®) 10% con
5 g/L de fungicida Tiabendazol 60% (Tecto 60®) durante 5
min y finalmente con hipoclorito de sodio comercial 1.2%
(cloro activo) con 5 g/L de Tecto60® por 20 min. Después
de la asepsia, se realizaron tres enjuagues con agua estéril
y se cultivaroncinco semillas por frasco de cultivo sobre
medio MS adicionando 0.05 mg/L de benciladenina (BA), en
condiciones de 25°C, 16 h de luz, 74 umol/m2seg. Para la
induccion de la formacion y multiplicacion directa de brotes,
se utilizaron segmentos de &4pices de las plantulas
germinadas in vitro, de 0.5 a 1 cm de longitud (explantes),
conteniendo la yema apical, los que se cultivaron en MS con
la combinacion de BA/ANA, en concentraciones de 0, 0.5y
1.0 mg/L. Los brotes micropropagados fueron sometidos a
enraizado en MS % con 0,0.25,0.5,0.75y 1.0 mg/L de &cido
indolbutirico (AIB).

Resultados. Se obtuvo un 70% de germinacién, con un8%
de contaminacién por bacterias, produciendo plantulas de
hasta 3 cm de longitud a los 30 dias del cultivo (Fig. 1a). En
el tratamiento de 1 mg/L BA/0.5 mg/L ANA, se logro el
mayor nimero de brotes (12.8 brotes/explante), con la
formacion de un par de hojas y de 1.7 cm de longitud, a los
30 dias del cultivo (Fig. 1b). En MS 1/2 con 0.5 mg/L de
AIB, se logré el mayor nimero de raices por brote (5.2) de
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3.6 cm de longitud, a los 14 dias del cultivo (Fig. 1c). El
trasplante y aclimatacion se realiz6, cultivando las plantulas
micropropagadas, desarrolladas en el medio 6ptimo de
enraizado, utilizando un micro-invernadero con malla sombra
del 80%, con capacidad para 60 plantulas, con una mezcla
de peat-moss comercial (turba) y agrolita en una proporcion
1:2. Se obtuvo un 90% de supervivencia, con plantas de 12.7
cm de altura, con hasta 6 pares de hojas (Fig.1d). Las plantas
se mantienen bajo cultivo en invernadero conun desarrollo
optimo (Fig. 1e).

Fig. 1. Plantulas de A. jocotepecana fuente de explantes (a); Brotes de yemas
apicales (30 dias de cultivo) (b); Plantulas enraizadas (14 dias de cultivo) (c);
Plantulas después de 30 dias de trasplante y aclimatacién (d);Plantas
micropropagadas bajo cultivo en invernadero (90 dias de cultivo) (e).

Conclusiones. Se logré una 6ptima germinacion de semillas
de A. jocotepecana, cuyas plantas fueron fuente de yemas
apicales para el establecimiento de su micropropagacion. Se
consiguid un Optimo sistema de brotacion, enraizado,
aclimatacion y su cultivo en invernadero.

Agradecimiento. Proyecto Financiado por la CIC/UMSNH
2020-2021.
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EFECTO ANTAGONICO DE TRES ESPECIES DE TRICHODERMA
SOBRE LOS HONGOS FITOPATOGENOS Rhizopus Y Aspergillus SEVERAL
NATIVE Trichoderma AND Aspergillus FROM MEXICO

Jesus A. Contreras Iglesias, Isela Quintero Zapata, Fatima L. Gandarilla Pacheco, Myriam
Elias-Santos, Maria E.Aleman Huerta, Maria S. Flores Gonzalez.Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Bioldgicas- Instituto de Biotecnologia. Pedro de Albas/n, Cd.
Universitaria, C.P. 66450, San Nicolas de los Garza, N.L. México.
isela.quinterozp@uanl.edu.mx

Palabras clave: Antagonistas, fitopatégenos, Trichoderma

Introduccion. Los hongos fitopatdgenos, son causales del
50 al 80% de las enfermedades en plantas, lo cual significa
grandes pérdidas en el rendimiento y la produccion en la
agricultura, deterioro en la vida de anaquel, asi como
también pueden provocar epidemias masivas al contaminar
cultivos aledafios e incluso cruzara regiones y paises donde
no se presentaba esa problematica (1,2). Una de las
alternativas mas prometedoras y ecolégicas para el manejo
de estasenfermedades es el control biolégico, este se basa
en la utilizacion de organismos como los hongos que
presentan actividad antagonista, como por ejemplo
Clonostachys spp., Trichoderma spp., Cladosporium spp.,
entre otros (3,4).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la
capacidad antagénica in vitro de diferentes especies de
Trichoderma frente a los hongos fitopatdgenos Rhizopussp.
y Aspergillus sp.

Metodologia. Se realizaron enfrentamientos duales in vitro
entre Rhizopus sp. y Aspergillus sp. con cada uno de los
antagonistas (T. harzianum, T. viride, y T. asperellum) en
cajas Petri de 90 x 100 mm, incluyendo para cada
tratamiento [ (1) T. asperellum vs Rhizopus sp. (2) T. viridae
vs Rhizopus sp. (3) T. harzianum vs Rhizopus sp. (4) T.
asperellum vs Aspergillus sp. (5) T. viridae vs Aspergillus
sp. (6) T. harzianum vs Aspergillus sp.] los testigos
correspondientes. El porcentaje de inhibicion de crecimiento
radial (PICR) y la evaluacion dela capacidad antagonica de
cada una de las cepas se calcul6 de acuerdo con formulas
y escalas previamente reportadas (5,6). Los datos
obtenidos para cada uno de los ensayos se sometieron a
un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion de medias de Tukey (p< 0.05).

Resultados. Los resultados mostraron que el
enfrentamiento donde se observé un mayor porcentaje de
inhibicién final fue T. viridae vs Aspergillus sp., con un
45.53%. Respecto a la capacidad antagodnica, esta fue de
grado dos sobre Rhizopus sp., lo cual significa que se
presenté una invasion de un % de la superficie delpatdégeno
al cuarto dia de incubacion, mientras que paraAspergillus
sp. el grado fue cero, lo que significa que no existid ninguna
invasion de la superficie de la colonia delpatégeno.
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Tabla 1. Grados de capacidad antagdnica de T. asperellum, T. viridae y
T. harzianum obtenidos sobre Aspergillus sp. y Rhizopus sp.

Tratamiento Enfrentamientos Grado

1 T. asperellum vs Rhizopus sp. 2

T. viridae vs Rhizopus sp.

T. harzianum vs Rhizopus sp.
T. asperellum vs Aspergillus sp.
T. viridae vs Aspergillus sp.
T. harzianum vs Aspergillus sp.
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Fig. 1. Porcentajes de inhibicién del crecimiento radial al cuartodia de
incubacion en enfrentamientos duales in vitro. Tratamientoscon la
misma letra no presentan diferencia significativa segun la prueba de
Tukey (p< 0.05).

Conclusiones. T. asperellum, T. viridae y T. harzianum
pueden restringir el crecimiento de Aspergillus sp. yRhizopus
sp., in vitro bajo condiciones controladas; en elcaso de
Rhizopus sp., las cepas T. asperellum y T. viridae mostraron
capacidad antagonica y micoparasitaria.
Bibliografia.

Shuping DSS, Eloff JN. (2017). AfrJ Tradit, Complement Altern Med.

14(4): 120-127.

Doehlemann G, Okmen B, Zhu W, Sharon A (2016). Microbiol Spectr.5(1).

Molina-Mercader G, Zaldua- Flores S, Gonzélez- Vargas G,Sanfuentes- Von
Stowasser E. (2006). Bosque. 27(2): 126-134.

Orakgl EG, Yamag M, Amoroso JM, Cuozzo AS. (2010). FresenEnviron Bull.
19(3):417-424.

Ezziyyani M, Sanchez CP, Requena ME, Rubio L, Candela ME.(2004). Anales
de Biologia. 26: 61-68.

Li J, Wu Y, Chen K, Wang Y, Hu J, Wei Y, Yang H. (2018). Can J
Microbiol.64(12): 1020-1029.

120


mailto:isela.quinterozp@uanl.edu.mx

P A B

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias

Area Il

DETECTAR LOS MARCADORES MOLECULARES P6-25Y P7- 43D LIGADOS A
LOS GENESTy-3 E I-3 ASOCIADOS A LA RESISTENCIA DEL TOMATE AL VIRUS
TYLCV Y EL HONGO FOL RAZA 3 EN LINEAS AVANZADAS Y VARIEDADES
COMERCIALES DE Solanum lycopersicum L.

Josefina Ledn Félix, Maria Claudia Villicafia Torres, Richecarde Lafrance, Centro de
Investigacion de Alimentacién(CIAD), Culiacan C.P 80110.
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Palabras clave: Tomate, Fol, TYLCV

Introduccion. En el afio 2019, México produjo 3,441,639
toneladas de tomate por lo que ocupé el noveno lugar en
produccion a nivel mundial (1). Sin embargo, esta se ha
visto afectado por multiples patégenos virales y fingicos
tales como: el virus del enrollamiento de la hoja amarilla
del tomate (TYLCV) y Fusarium oxysporum f. sp.
licopercisi (Fol) que reducen los rendimientos, la calidad
de la fruta, la vida util y el contenido nutricional. (2;3;4). El
tratamiento de las enfermedades causadas por estos
patégenos ha sido principalmente quimico lo que
presenta riesgos para la salud y afectan negativamente al
medio ambiente. Una mejor alternativa para reducir el
dafio ocasionado por estos patégenos es el uso de
variedades resistentes. En los dltimos afios se han
descrito diferentes genes de resistencia a TYLCV y a Fol,
desde Ty-1 a Ty-5 y I-1 a I-3 respectivamente. Sin
embargo, a nivel internacional los genes Ty-3 e I-3, son
los més usados.

Por lo que esta investigacion tiene como proposito
detectar por PCR punto final los marcadores moleculares
P6-25 y P7- 43D asociados a los genes Ty-3 e I-3
respectivamente en materiales de tomate comerciales y
lineas avanzadas y posteriormente, evaluar la resistencia
de estos materiales a cepas de TYLCV y Fol, aisladas de
Sinaloa.

Metodologia. Se obtuvieron plantas a partir de semillas
de lineas avanzadas e hibridos comerciales con presunta
resistencia y susceptibilidad a TYLCV y Fol. Para la
extraccion del ADN, se tomaron aproximadamente 0.3 g
de cada material vegetal usando el protocolo CTAB (5).
Para la identificacion de los genes Ty-3 y I-3 se emplearon
100 ng de ADN genodmico, 1 ul de cada uno de los
cebadores especificos P6-25F/P6-25R y P7- 43D- F/P7-
43D-R, respectivamente en reacciones de PCR de 25 pl,
bajo las condiciones estipuladas en la literatura (3;4). Los
productos de la PCR se separaron en geles de agarosa al
1% y se observaron en un transiluminador UV (Axygen).

Resultados. De las plantas evaluadas solo tres lineas
avanzadas presentaron una banda de un tamafio
aproximado de 660 pb (resistencia) con los cebadores P6-
25 (Fig. 1). En el caso de los cebadores P7- 43D dos
hibridos comerciales y cinco lineas
avanzadaspresentaron una banda de un tamafio
aproximado de 875pb (resistencia) (Fig. 2).
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Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las amplificaciones delmarcador
P6-25 (Ty-3) en hibridos comerciales y lineas avanzadas. Amplicones de 320 pb
susceptible y 660 pb resistentes. Ld:Marcador de peso molecular de 100 pb. Lineas
avanzadas: 1,2,3,5,6,7,8,9,10,11, 12,13,17,20. hibridos comerciales:
4,14,15,16,18,19. C+: control positivo de la PCR. 0: blanco de la PCR.

Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las amplificaciones del marcador
molecular P7-43D (I-3). amplicones de 875 Pb (resistencia) en hibridos
comerciales y lineas avanzadas. Ld: Marcador de peso molecular de 100 pb. Lineas
avanzadas: 1,2,4,5,7,8,9,10,11, 12,13,14,15. hibridos comerciales: 3,6,16,17,18 C+:
control positivo dela PCR. O: blanco de la PCR.

Conclusiones. Ademas de las lineas avanzadas e hibridos
comerciales que contienen estos marcadores, serequiere la
busqueda de otros marcadores asociados a laresistencia a
TYLCV y Fol para descartar que las lineas avanzadas e
hibridos que amplificaron bandas susceptibles o que no
amplificaron bandas sean susceptibles a este virus y este
hongo.
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EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE miR5300 EN HOJAS TABACO
ANTE LA INFECCIONPOR SCLEROTINIA SLEROTIORUM
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Introduccién. El hongo Sclerotinia sclerotiorum (S.
sclerotiorum) es un patégeno agresivo devastador capaz
de colonizar a un gran namero de plantas [1]. Lasplantas
a lo largo de su evolucién han desarrolladomecanismo
para hacer frente al ataque de patégenos, uno de estos
son a nivel molecular como los microRNA (miRNA) [2]. Los
mMiRNAs son RNA pequefios de cadena sencilla que
regulan negativamente la expresion génica y estan
involucrados en diversos procesos de desarrollo y
respuesta a estrés de plantas [3]. En tomate el
silenciamiento de genes blancos de miR5300 provocaron
més susceptibilidad al ataque de hongos [4]. El objetivo
de este trabajo es analizar el posible papel de miR5300
mediante sobreexpresion ante la infeccion por S.
sclerotiorum.

Metodologia. Mediante herramientas bioinformatico se
analizaron blancos y disefiaron los oligos necesarios para
la obtencion del precursor de miR5300. A través dePCR
se obtuvo el precursor de miR5300 de Tomate, este fue
insertado en un vector de clonacion y a través de la
tecnologia Gateway® se generé una construccion de
sobreexpresion que fue analizado por PCR, digestion
enzimatica y secuenciacion. La construccion fue insertada
en células competentes de A. tumefaciens para la
mediacién en la transformacion de hojas. S.sclerotiorum
fue crecido en medio PDA, a los 5 dias, hojas de tabaco
con transformacion transitoria fueron infectados con el S.
sclerotiorum. Se realizé el seguimiento de la infeccién y
se colecto el material vegetal para andlisis de tejido y
moleculares.

Resultados. El andlisis bioinformatico de miR5300 en
tomate mostré que miR5300 tiene una gran cantidad de
genes blanco que estan relacionados a la resistencia a
enfermedades, este andlisis también se realiz6 en tabaco
donde también se encontraron genes de resistencia a
enfermedades como los genes NBS-LRR. Los andlisis
moleculares de la construccion de sobreexpresién de
miR5300 en el vector de expresion pB7WG2D mostraron
la correcta amplificacion de genesreporteros BAR, GFP y
ATTB que poseen 512 pb, 717 pb y 351 pb
respectivamente. La transformacion transitoria fue
realizada mediante agro infiltracion enhojas de tabaco que
fue confirmada mediante tincién GUS.

Los andlisis de hojas de tabaco con expresion transitoria
frente a la infeccion por S. sclerotiorum mostraron que a
los 5 dias post infeccion las hojas WT no mostraron dafio
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provocado por el hongo, sin embargo, las hojas con
transformacién transitoria de miR5300 mostraron dafio
importante en el tejido a causa del crecimiento de la infeccion
de S. sclerotiorum.

OEmiR5300

Fig. 1. Analisis de miR5300. A) Construccién de sobreexpresion de
miR5300. B) Andlisis molecular de pB7WG2D+miR5300. C) Hojas detabaco
ante la infeccién de S. sclerotiorum.

Conclusiones. Las hojas de tabaco con expresién transitoria
fueron mas susceptibles a la infeccién por S. sclerotiorum y
esto puede ser debido a la represion de genes blancos de
resistencia a patégenos.
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IDENTIFICACION DE MIRNAS EN PLANTAS DE AMARANTO SOMETIDAS A
DIFERENTESTIPOS DE ESTRES USANDO SECUENCIACION MASIVA Y
HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
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Introduccién. El amaranto se ha propuesto como una
alternativa excepcional para la seguridad alimentaria y
la mitigacion del cambio climatico. La informacién sobre
la distribucion, abundancia o especificidad de los
mMiRNAs en las especies de amaranto es escasa. El
progreso en la investigacion gendmica de diferentes
especies de plantas, junto con los métodos de
secuenciacion masiva de siguiente generacion, ha dado
como resultado una gran cantidad de datos de sRNAs,
a partir de los cuales se han anotado muchos miRNAs
(1). Dada la complejidad de las poblaciones de RNAs de
plantas, han surgido paquetes de software como
ShortStack para analizar conjuntos de datos de ARN-
seq (2). ShortStack permite analizar exhaustivamente
los datos de sRNA-seq alineados con la referencia del
genoma y para identificar las secuencias de miRNA
presentes en el genoma de referencia (3).

En este trabajo, se llevé a cabo la secuenciacion masiva
de sRNAs en amaranto para identificar miRNAs en el
genoma del amaranto y el perfil de expresion de estos
miRNAs en diferentes condiciones de estrés.
Metodologia. Plantulas control y sometidas a
condiciones de estrés por frio, calor y sequia de
Amaranthus hypocondriacus fueron usadas para extraer
los RNAs. Doce librerias fueron generadas vy
secuenciadas usando la plataforma Illumina. Las
secuencias fueron depuradas y analizadas usando el
software ShortStack (4). Los miRNAs fueron validados
por gRT-PCR. El perfil de expresion diferencial de los
mMiRNAs fue determinado usando edgeR. De los
miRNAs identificados se realizé la predicciéon de sus
genes blanco, los cuales fueron usados para conocer la
red de interaccion de los miRNAs.

Resultados. Se identificaron cincuenta y tres miRNAs
genuinos, treinta y nueve pertenecientes a familias
conservadas y catorce miRNAs nuevos (Fig 1a). De los
53 miRNAs, 14 mostraron expresion diferencial en al
menos una condicién de estrés (Figlb). La identificacion
de sus genes blanco sugiere que los miRNAs de
amaranto conservados estan involucrados en los
procesos de crecimiento y desarrollo, asi como en las
respuestas a estrés.
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Fig 1. Abundancia de miRNA de amaranto. a) Mapa de calor de abundancias
de miRNAs, en lecturas por millén de lecturas, bajo control, tratamientos de
calor, frio y sequia. b) miRNAs con perfil de expresidn diferencial

Asimismo, la red reguladora de los miRNAs identificados
sugiere que miRNAs altamente conservados como miR160
y miR397 estan ubicados en centrosimportantes, mientras
que otros, como miR0010, podrianestar actuando en vias
especificas.
Conclusiones. Nuestros 53 miRNA identificados y sus
genes blanco predichos, asi como el grupo de miRNAs
potencialmente involucrados en el estrés por frio, calor y
sequia, seran Utiles para desentrafiar los mecanismos
moleculares subyacentes a la respuesta a las condiciones
ambientales y para la mejora genética del amaranto.
Agradecimiento. Este trabajo fue financiado por
CONACyT grant CB-2013-221522, y SIP 20195904 and
20200599.
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Introduccion. P. savastanoi pv. phaseolicola es el agente
causal de la enfermedad en frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.) conocida como Tizon de halo; enfermedad
cuya ocurrencia y desarrollo se ve favorecido
principalmente por temperaturas bajas (16-20 °C) (1).
Estudios de transcriptomica, comparando el perfil de
expresién génico de P. savastanoi pv. phaseolicola
NPS3121 crecida a 18 °C y 28 °C (correspondiente a
condiciones relacionadas y no, con el desarrollo de la
enfermedad respectivamente) mostraron que, a bajas
temperaturas (18 °C) el perfil global de expresion
obtenido, entre los que se encuentran genes de virulencia
y patogenicidad, es congruente con una respuesta a
estrés oxidativo (2). Estos resultados sugieren que
mecanismos regulatorios de estrés oxidativo estan
involucrados en la virulencia/patogenicidad de la bacteria
a bajas temperaturas. Hasta ahora, el papel del regulador
globalde estrés oxidativo OxyR sobre la virulencia de P.
savastanoi pv. phaseolicola no ha sido evaluado.

Por lo que el objetivo de este trabajo ha sido determinar si
los mecanismos de virulencia forman parte del regulon
oxyR en P. savastanoi pv. phaseolicola NPS3121.

Metodologia. La mutaciéon del gen Unico homélogo a
oxyR (PSPPH_RS00995), en P. savastanoi pv.
phaseolicola NPS3121, se llevd a cabo mediante la
estrategia mutacional de la inactivacion del gen, con base
en la metodologia descrita (3). La produccién de
faseolotoxina, principal factor de virulencia de P.
savastanoi pv. phaseolicola, fue detectada mediante el
ensayo de inhibicion de crecimiento de la cepa de E. coli
JM103 (4). La influencia de la proteina OxyR en la
expresion de genes de sintesis de faseolotoxina (region
Pht) se evalubmediante ensayos RT-PCR de acuerdo a la
metodologiadescrita (5).

Resultados. I. Obtenciébn de mutante oxyR™ de P.
savastanoi pv. phaseolicola NPS3121. Mediante ensayos
PCR se validé la integracion del plasmido suicida en
la region de interés.

La cepa mutante oxyR- de P. savastanoi pv.phaseolicola
NPS3121 mostré reduccion de sintesis de sideréforos
en comparacion con la cepa silvestre (wt).
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Il. OxyR influye en la sintesis de faseolotoxina, principal
factor de virulencia de P. savastanoi pv. phaseolicola y regula
la expresién de genes relacionados (operéon phtM) con la
sintesis de este compuesto. Los ensayos de faseolotoxina
mostraron que la mutacién del gen oxyR inhibe la sintesis
de este compuesto (Fig.1). Asimismo, los ensayos de RT-
PCR mostraron la represion del gen amtA(miembro del
operén phtM) a 18 °C, en el fondo mutante oxyR- de P.
savastanoi pv. phaseolicola NPS3121 (Fig.1).

G W ok
(representante e opeson phth iﬂ

Fig 1. Faseolotoxina en cepa mutante oxyR". Panel izquierdo: Ensayos de
faseolotoxina. Panel derecho: ensayos RT-PCR de gen amtA a 18 °C.

Conclusiones. La proteina regulatoria OxyR influye en la
virulencia de P. savastanoi pv. phaseolicola NPS3121.
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NODULACION EFECTIVA Y FIJACION DE NITROGENO DE RIZOBIOS-INGA
VERA EN CAFETALES DE SOMBRA CON Y SIN HERBICIDAS GLIFOSATADOS
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Palabras clave: Leguminosa, Bradyrhizobium, simbiosis

Introduccion. El 37% de los cafetales en el centro de
Veracruz utilizan arboles de Inga vera como sombra (1),
sin embargo, en épocas recientes, estos presentan
dificultades para sobrevivir y crecer al trasplante en las
fincas. Se plantea que el uso continuo de herbicidas
glifosatados (HG) sea el responsable. La simbiosis
rizobios - I. vera forma nodulos en las raices donde se
fija N atmosférico (N2) -reduciendo el N2 a NH3-. En
estudios con otras leguminosas se ha encontrado que la
adicioén de glifosato, inhibe la produccién de flavonoides,
reconocidos por rizobios en raices para iniciar la
organogénesis del nddulo (2). Por tanto, el propdsito de
este estudio fue evaluar en una primera aproximacion,
mediante un estudio observacional, la nodulacién
efectiva (NE) y fijacion de N2 (FN) en cafetales de
sombra (CS) sin (SG) y con (CG) aplicacion de HG.
Metodologia. El estudio se realizé en San Marcos de
Ledn, municipio de Xico, Veracruz, México, en marzo de
2020 y 2021. Se eligieron cinco parcelas SG y seis
parcelas CG y en cada una se midié la NE (3) y la FN a
razén de dos arboles por parcela (DN > 32cm). La NE se
determiné mediante coloracion rojiza (4) para lo cual se
partieron por mitad el 100 % de nodulos extraidos
mientras que para la FN se utiliz6 la reduccion de
acetileno (5). Una prueba de Z se utiliz6 para comparar
la proporcion de NE entre parcelas con y sin HG
mientras que la fijacion de nitrogeno fue analizada
mediante la prueba de Kruskal-Wallis para k muestras
independientes.

Resultados. La proporcion promedio de la NE
disminuy6 significativamente de 11.01 + 0.03% en
parcelas SG (n=5)a2.99 + 0.01% en parcelas CG (n=6)
(Z= -4.93, p = 0.0014) como se aprecia en la figura 1.
Similarmente, la FN disminuy6 de forma significativa en
82.08 moIN g nodulo-1 en parcelas CG respecto a las
parcelas SG (H0.05,1 y p = 0.034) como se aprecia en
la figura 2.
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Fig. 1. Comparacién en la proporcién de nodulacion efectiva (NE) entre
parcelas sin y con herbicidas glifosatados (SG y CG). Letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas.
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Fig. 2. Comparacion de medias en la fijaciéon de moles de N (FN) por gramo
de nédulo fresco entre parcelas sin y con herbicidas glifosatados(SG y CG).
Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas.

Conclusiones. Tanto la NE como la FN disminuyeron en
parcelas donde se aplica glifosato. Este patron resultante
conduce a nuevos estudios para la verificacion experimental
del glifosato como el agente causal.
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GERMINACION DE SEMILLAS DE CANISTEL
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Palabras clave: Pouteria campechiana, indice de germinacion, imbibicion de la semilla

Introduccion. Canistel (Pouteria campechiana (Kunt)
Baehni) Sapotaceae, recurso fruticola originario de México,
los frutos son fuente de antioxidantes, vitaminas,
aminoacidos esenciales y carbohidratos (1). La
propagacion es primordialmente por semilla, la cual es
sembrada para desencadenar el proceso de germinacion,
con la absorcion de agua y termina con el inicio del
alargamiento del embrién, la radicula (2). Es escasa la
informacion relacionada con la germinacién y emergencia
de la plantula.

El objetivo fue analizar la germinacion de P. campechiana
mediante diferentes métodos para obtener plantas.

Metodologia. Los frutos de canistel fueron colectados, las
semillas fueron escarificadas y sembradas (3). La
germinacion se considerd, cuando se presentd un cm de la
radicula, las semillas permanecieron en condiciones de
invernadero a 27 °C y 46 % de HR. La ganancia de peso
durante la germinacién (embebido de agua), se obtuvo el
peso desde semilla hasta el alargamiento de la planta.
Método descriptivo (4) capacidad de germinacién, dato que
se obtuvo por el porcentaje final de semillas germinadas;
método analitico mediante el indice de germinacion y
velocidad de germinacioén = Z (n/t), donde n es el nimero
de semillas que germinaron en el tiempo t, y t son los dias
después de la siembra (dds) (5).

Resultados. La ganancia de peso fue evidente al aparecer
la radicula; la emergencia de la planta fue a los 20 dias
(presencia de la plimula), y fue mayor el incremento en el
peso de la plantula. En la curva obtenida se aprecian 3
fases: fase 1 imbibicion, fase 2 lag (actividad metabdlica) y
la fase 3 (alargamiento de raiz y parte aérea) (Figura 1).

La capacidad de germinacion, fue del 95 % en semillas
escarificadas manualmente, dato que se obtuvo por el
porcentaje final de semillas germinadas (18 dias). El indice
de germinacién al 50 % fue alos 5 ddsy 75 % a los 8 dds y
95 % a 10 dds; la velocidad de germinacion fue de 2.05
semillas por dia; esté indice se compar6 con semillas no
escarificadas (0.22 semillas germinadas por dia),
permanecieron bajo las mismas condiciones (Figura 2).

Alos 90 dias dds, las plantas presentaron 19.7 cm de altura;
0.4 cm de diametro de tallo y 7 hojas por planta. Tamafio
adecuado para ser trasplantadas en campo o0 en
contenedor de mayor tamafio, para evitar la torcedura de
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la raiz principal y laterales; situacion que demerita la calidad
de las plantas y dificulta las practicas agroforestales.
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Fig. 1. Curva de crecimiento y desarrollo de P. campechiana, dese
germinacién hasta plantas (peso fresco).

Conclusiones. De acuerdo a diferentes métodos de
analisis, la germinacion de semillas escarificadas de
canistel se presenté en la primera semana después de la
siembra y se obtienen plantas completamente desarrollada
desde los tres meses después de la siembra.
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TRATAMIENTO POSTCOSECHA EN FRESA (Fragaria ananassa)
PARA LA INHIBICION DE Rhizopus sp
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Palabras clave: Productos naturales, Brugmansia aurea, fitopatégenos

Introduccion. México es el tercer proveedor de fresa
fresca al mercado internacional, es un producto delicado
en su manipulacién, transporte y almacenamiento
adecuado; parametros que no se cumplen totalmente, por
lo que el producto queda expuesto entre otros
microoganismos a Rhizopus sp., uno de los principales
hongos causantes de gran parte de la perdida de fruta,
causando dafio hasta un tercio de la produccién, ante esta
situacién se buscan nuevos métodos de cuidado para el
manejo de la fruta recolectada.

Aplicar la eficiencia de extractos etandlicos de Brugmansia
aurea para la inhibicion de Rhizopus sp., en post cosecha
de fresa (Fragaria ananassa).

Metodologia. Empleando flores de Brugmansia aurea, se
realiz6 por maceraciébn y con proteccion de la luz un
extracto etanodlico con una concentracién de 0.9858 mgmL-
1. El hongo Rhizopus sp., se aisl6 de un fruto de jitomate,
su cultivandose en agar papa dextrosa. Se establecieron
tratamientos por inmersién para la inhibicion de Rhizopus
sp., inoculado en el hipocétilo y en la epidermis. Se
ensayaron seis tratamientos, diferenciado el tiempo de

inmersion (0, 3, 5 min) con 10 réplicas cada uno.

Resultados. Se observé que los mejores resultados
obtenidos para la inhibicion del fitopatégeno fue la
inmersion durante 3 min, en la fruta inoculada sobre la
epidermis (Figura 1).
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Fig. 1. Comparacion de tratamientos en la epidermis de la fresa con el
extracto etandlico de B. aurea para la inhibiciéon de Rhizopus sp.
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El hipocétilo es una zona donde se conserva mayor
humedad en la fruta y esto favorece el desarrollo del hongo,
por lo que el tratamiento de inhibicion fue menor. Hernandez
(2019) demostré que al elevar la concentracion del extracto
de H. suaveolens (L.) Poit aplicado en fresa conseguia
mejor efecto inhibitorio sobre Rhizopus. Se puede sefialar
que la concentracién del extracto y el método de aplicacion
sobre el fruto son factores que inciden en los resultados
obtenidos. Nufiez (2012) menciona que las limitaciones con
la fresa son que, al ser un fruto no climatérico, que a pesar
de las excelentes caracteristicas organolépticas es muy
perecedero, por presentar una alta tasa de respiracion y
limitada vida postcosecha. Al poseer una epidermis delgada
es susceptibles al deterioro microbiolégico y la pérdida de
componentes nutrimentales.

Conclusiones. El extracto de Brugmansia aurea consigue
retardar el desarrollo de Rhizopus sp., en fresa en los
tratamientos propuestos, en comparacion al testigo, la
epidermis es el sitio de inoculacion donde se consigue
mayor inhibicion, la morfologia de la fresa no es adecuada
a un periodo de exposicién prolongada
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PREVENCION DE ANTRACNOSIS MEDIANTE LA APLICACION DE
Bacillus sp. HOB008-290 EN INFLORESCENCIAS Y FRUTOS DE AGUACATE
(Persea americana MILL.)

Cristina Calle!, Maria Palacios?, Lorena Lopez?, Lina Arbeldez?!, Sara Ramirez?,
Sinar Granada®. 'Unidad de Fitosanidad y Control Bioldgico, Corporacién
para Investigaciones Bioldgicas- CIB, Medellin Colombia. *Facultad de
Ciencias de la Salud. Institucién Universitaria Colegio Mayor de Antioquia.
ccalle@cib.org.co

Palabras clave: Antracnosis, prevencion, control bioldgico

Introduccion. La calidad del aguacate Hass colombianoes
afectada por desordenes fisiologicos y enfermedadesque
limitan su comercializacion, debido a que causan dafios a
nivel cosmético y afectan el fruto sensorial vy
nutricionalmente. La principal enfermedad poscosecha en
Colombia es la antracnosis, causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, cuyos sintomas se
manifiestan en el fruto maduro, pero la infeccion se
establece desde la etapa de cultivo (1).

En este trabajo se propuso evaluar el efecto de la
aplicacién, en etapa de cultivo, de un prototipo de formulado
a base del aislamiento nativo Bacillus sp. HOB008-290
sobre la incidencia de antracnosis en aguacate Hass en
poscosecha, con el fin de establecer una estrategia
biolégica preventiva.

Metodologia. Se evalu6 la eficacia de Bacillus sp.
HOBO008-290 y de un prototipo de formulaciéon en el
control in vivo de C. gloeosporioides en flores y frutos
inmaduros de aguacate, bajo condiciones de laboratorio(2),
ademés se determiné la capacidad de la bacteria de
sobrevivir en flores de aguacate (2). Finalmente, se evalué
la capacidad de Bacillus sp. HOB008-290 y del prototipo de
formulacién para reducir la incidencia de antracnosis en
frutos de aguacate Hass durante la poscosecha (3).
Resultados. El prototipo de formulacién a base de Bacillus
sp. HOBO008-29, protegi6é las flores de aguacate de la
infeccion por C. gloeosporioides en un 62%, similaral control
guimico (Prochloraz), con un porcentaje de proteccion del
60.6% (fig. 1). Ademas, la bacteria fue recuperada de flores
de aguacate hasta nueve diasdespués de la inoculacién en
condiciones de laboratorio.Sin embargo, se encontré que
las flores sin indculo, también presentaron bacterias con
capacidad antagonista, cuya poblacion disminuia en flores
maduras, esto indica que estas bacterias son habitantes
naturales en diferentes estados fenologicos del cultivo yque
una estrategia biolégica preventiva debe estar enfocada en
las etapas en las que la poblacién bacteriana esté mas
reducida y el riesgo de infeccion por C. gloeosporioides es
mas alto (fig. 2). Por otro lado, las pruebas en campo
indicaron que Bacillus sp. HOB008- 290 redujo la aparicion
de antracnosis en poscosecha alpresentar una afectacion
del 13%, frente al 30% de infeccion en frutos tratados
con oxicloruro de cobre y el 35% en tratados con Rhapsody

(fig. 3).
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Fig. 1. A) Flores tratadas con BaciloCIB y B) Flores tratadas con Agua.
Dia 0 (izquierda) y dia 7 (derecha).
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Fig. 2. Supervivencia de Bacillus sp. HOB008-290 en inflorescencias de
aguacate. Donde A. Ensayo #1 (febrero 5-15), B. Ensayo #2 (febrero 18 - marzo
3), C. Ensayo #3 (marzo 19-29) y D. Ensayo #4 (abril 20-26).

i

Cizicloruro de Cobre Rhapsody BaciloCIB Agua

Porcentaje de
infeccion
=

|antracnosis)
{1 - R =
[=Tr="

=

Fig. 3. Antracnosis en frutos de aguacate en poscosecha provenientes de
arboles tratados con diferentes productos

Conclusiones. Estos resultados demuestran el potencial del
prototipo de formulado a base de Bacillus sp. HOB008-290
como estrategia biolégica preventiva de antracnosis en frutos
de aguacate Hass en la poscosecha.
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