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INTRODUCCION

El crecimiento de las sociedades humanas traen consigo retos tan primarios como el de
resolver el problema de la alimentacién y problemas generales y especificos referentes a
como lidiar con la contaminacién, el mejor aprovechamiento de los recursos, el
aprovechamiento de los residuos, la generacion de compuestos de alto valor agregado, la
tematica de la salud, por mencionar solo algunos. México, al igual que otros paises, tiene
una alta demanda de tecnologia adecuada a nuestras circunstancias, limpia y efectiva que
nos ayude a resolver nuestros problemas y a generar oportunidades de desarrollo.

El papel de la tecnologia de alimentos y de la biotecnologia ayudandonos a enfrentar estos
retos, ha sido muy valioso; nos proveen de técnicas y métodos, ademas, generan
conocimiento a través de la investigacion basica y aplicada. En el Instituto Tecnolégico de
Sonora, a través del Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, desde el 2009
se han creado espacios al interior de la Universidad donde se convoca a investigadores de
toda la Republica Mexicana y extranjeros a compartir sus experiencias de investigacion, en el
denominado Congreso Nacional de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. En su ultima
edicion en 2015, se presentaron interesantes investigaciones en estos ambitos, por lo que
surgid la necesidad de ahondar un poco mas a través de un libro con capitulos, que nos
presentara de una manera mas detallada qué es lo que se esta investigando en México, muy
particularmente en el norte de nuestro pais.
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CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
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CAPITULO |

COMPOSICION DE LOS ACEITES VEGETALES CONSUMIDOS EN MEXICO Y SU
APORTE EN LA INGESTA DIARIA RECOMENDADA
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INTRODUCCION

Los principales suministros de energia que proporcionan sustancias que regulan diferentes procesos
fisiologicos o metabdlicos en nuestro organismo son las grasas 0 lipidos. El tejido adiposo, en el cual
se distribuye la mayor parte de las grasas del cuerpo, sirve como depdsito de energia, conservador
del calor y amortiguador; de igual manera la grasa también se encarga del transporte de las vitaminas
liposolubles (Akoh y Min, 2002; Orsavova et al., 2015).

Los lipidos celulares estan compuestos por acidos grasos (AG); los cuales pueden ser diferenciados
por el nimero de carbonos e insaturaciones en su cadena (enlace doble). Los acidos grasos saturados
(AGS) no cuentan con insaturaciones en su cadena, los monoinsaturados (AGMI) sélo cuentan con un
doble enlace y finalmente los poliinsaturados (AGPI) pueden llegar a tener entre 2 a 6 insaturaciones
en su cadena hidrocarbonada (figura 1) (Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria, 2011). Existen
dos sistemas de nomenclatura para identificar a los acidos grasos; ambas proporcionan informacion
sobre el grado y posicién de las insaturaciones y surgieron para diferenciar a los acidos grasos desde
multiples perspectivas de estudio. Un sistema designa a los dobles enlaces desde el extremo carboxilo
del acido graso (C) y el en el otro se ve desde el extremo metilo del acido graso (n); asi un doble
enlace entre los carbonos noveno y décimo de un acido graso de 16 carbonos tiene un enlace C-9 o
bien, un doble enlace n-7. Habitualmente, se utiliza el sistema de (n) cuando los acidos grasos se
discuten con respecto a la nutricién, de ésta nomenclatura surge la clasificacién de los acidos grasos
omega donde los enlaces n-3, n-6 y n-9 son los mas representativos (Akoh y Min, 2002).
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Acido Graso Poliinsaturado Ej. Acido linoleico

Figura 1. Estructura de los acidos grasos celulares.

El acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1) y acido linoleico (C18:2) (Figura 1) son los acidos grasos
dominantes en los aceites vegetales y muchos aceites y grasas se diferencian sdlo en la proporcién
relativa de estos tres acidos; cada uno de éstos representa a los acidos grasos saturados, acidos
grasos monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados, respectivamente. Sin embargo, existen otros
acidos grasos dentro de cada grupo y pueden ser importantes para la salud (Akoh y Min, 2002).

Las capacidades para metabolizar los acidos grasos en plantas y animales son muy diferentes; las
plantas cuentan con enzimas especificas que les permiten insertar enlaces dobles en los C-12 y C-15
de acidos grasos, los animales superiores al no contar con dichas enzimas son incapaces de sintetizar
todos los acidos grasos requeridos para ciertas funciones de tejidos y necesitan ingerir los acidos
grasos sintetizados por las plantas (Tocher, 2015). Dichos acidos grasos provenientes de las plantas
proporcionan una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados en la nutricion humana; donde
los acidos grasos esenciales (AGE) tienen un papel importante de acuerdo a su concentracion y
distribucion en las dietas, no sélo al aportar el mayor valor energético de interés nutricional, sino al
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Tocher, 2015).

Funcion de las grasas y aceites en la alimentacion

Las grasas son energéticamente densas al aportar mas del doble de calorias (37 kJ 0 9 cal por gramo)
en comparacion con otras fuentes de energia como hidratos de carbono y proteinas (4 cal por
gramo); sin embargo, su efecto sobre la salud va mas alla de su papel como fuentes de energia. En los
ultimos anos los acidos grasos han sido investigados, generando conocimiento sobre sus funciones en
la salud y el bienestar nutricional (FAO/OMS, 2003). Se ha reportado que sirven como vehiculo para la
absorcién de las vitaminas A, D, E y K; ademas de que contribuyen con el sabor y aroma de los
alimentos y son las principales responsables de la sensacidon de saciedad al retardar el vaciado
gastrico y la motilidad intestinal (Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria, 2011).

En la dieta, las grasas comprenden todos los lipidos que se encuentran en tejidos animales y
vegetales, de igual manera los frutos secos, cereales y legumbres son fuente de grasas aunque en
menor proporcion. Las grasas (solidas) o aceites (liquidos) mas comunes son los glicerolipidos, los
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cuales se componen fundamentalmente de triglicéridos. Los acidos grasos constituyen los principales
componentes de estos lipidos y son necesarios en la nutricion humana como fuente de energia y para
cumplir con funciones de caracter metabdlico y estructural (Tocher, 2015).

En los ultimos afios, los acidos grasos esenciales han adquirido un papel importantisimo en la
alimentacién, catalogandolos como alimentos funcionales y nutracéuticos (Akoh y Min, 2002). Hay
alrededor de 20 4cidos grasos insaturados de importancia nutricional para los seres humanos.
Practicamente la totalidad de los acidos grasos insaturados que se consumen en dietas normales son
miembros de las familias n-3, n-6, n-7, o n-9.

La ingestién o el metabolismo particular para cada acido graso saturado o insaturado es necesaria
para una gran variedad de funciones fisioldgicas y celulares, provocando que la ingesta inadecuada de
alguno de éstos provoque diversas disfunciones en diferentes localizaciones celulares (Akoh y Min,
2002). La funcidn especifica para cada tipo de acido graso en los procesos metabdlicos crea la
necesidad de mejorar los requerimientos y recomendaciones de su ingesta diaria, y asi poder enfocar
las funciones especificas de los acidos grasos individuales independientemente del grupo quimico al
que pertenezcan (AGS, AGMI y AGPI) (FAO/OMS, 2010).

Recomendaciones de consumo de acidos grasos

El balance energético es un factor importante para mantener un peso corporal saludable. La ingesta
de grandes cantidades de energia sin esfuerzo fisico adecuado conduce a la obesidad y enfermedades
coronarias; pero de igual manera un consumo inadecuado de nutrientes conlleva a un mal
funcionamiento del organismo. Para poder abordar el problema de las deficiencias clinicas agudas o
subagudas de vitaminas, minerales, proteinas y energia (calorias) fue necesario crear patrones de
referencia de valores nutricionales. Los niveles de Ingesta Diaria Recomendada (IDR) especifican los
porcentajes recomendados para diversos perfiles nutricionales tanto en edades, sexo, culturas o
paises (FAO/OMS, 2011); y se ha extendido su uso para incluir otros componentes de los alimentos,
como las grasas y los acidos grasos (FAO/OMS, 2010).

La recomendacion nutricional de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indica que el rango aceptable de
distribucidn de macronutrientes (AMDR) para la ingesta de grasa total oscila entre el 20% y 35% de
energia (E), pero esta ingesta debe ser superior al 15% E (L-AMDR) para asegurar la ingesta de acidos
grasos esenciales y de energia para facilitar la absorcion de las vitaminas liposolubles. Referente a los
acidos grasos saturados, éstos tienen un nivel maximo de 10% E (U-AMDR). Para estimar la ingesta
diaria recomendad de acidos grasos poliinsaturados, es posible tener un consumo total (6%-11% E) o
bien, separar el tipo de acido en omega 6 (n-6) u omega 3 (n-3) donde los intervalos aceptables de
distribucidn de macronutrientes oscilan entre 2.5% a 9% E en omega 6 y de 0.5% a 2% E en omega 3.

Es importante considerar que los requerimientos nutricionales expresados en la tabla 1, sélo pueden
considerarse si se mantiene un balance energético en la dieta diaria, por lo cual sirve como un patrén
de referencia para adaptar las necesidades nutricionales especificas para cada individuo, ya que el
porcentaje de grasas, carbohidratos y proteinas varia por factores como la edad, el sexo, la actividad
fisica y la tendencia a presentar enfermedades coronarias.
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Tabla 1. Ingesta dietética recomendada de grasa total y de acidos grasos en adultos.

Acido Graso  Medida Cantidad
Grata total | AMDR 20-35% E
U-AMDR 35% E
L-AMDR 15% E
Acidos grasos saturados (AGS) | U-AMDR 10% E
Acidos grasos monoinsaturados | AMDR Por diferencia *°

(AGMI)

Acidos grasos poliinsaturados | AMDR (LA+LNA+EPA+DHA) 6-11% E
totales (AGPI) | U-AMDR 11% E
L-AMDR 6% E
Al 2.5-35% E
AGPI n-6 | AMDR (LA) 2.5-9% E
EAR 2% E (SD de 0.5%)
Al 2-3%
AGPI n-3 | AMDR (n-3c) 0.5-2%
L-AMDR (ALA) >0.5% E
AMDR (EPA+DHA) 0.250-2* g/d

® Grasa total [% E] — ([% E] - AGS [% E]+ AGPI [% E]).

®Puede ser hasta el 15-20% E

Abreviaturas: % E: porcentaje de energia, Al: ingesta adecuada, EAR: requerimiento medio
estimado, AMDR: intervalo aceptable de distribucion de macronutrientes, L-AMDR: nivel minimo
de intervalo aceptable de distribucién de macronutrientes, U-AMDR: nivel maximo de intervalo
aceptable de distribucién de macronutrientes.

Fuente: Elaboracidn propia con base en informacién de FAO/OMS.

Aceites vegetales consumidos en México

Los aceites vegetales se obtienen de diferentes partes de una planta, como sus frutos o sus semillas y
son utilizados principalmente en la cocina. Durante los ultimos afios, ha habido un crecimiento
sustancial en la produccién y el consumo de aceites vegetales, lo cual generd atencidon sobre los
posibles efectos que puede causar su consumo en la salud (Savva y Kafatos, 2016). Estos aceites son
fuentes de todos los grupos de acidos grasos (saturados, monoinsaturados y poliinsaturados). Sin
embargo, su composicidn varia de acuerdo a la planta de origen, asi como de la tecnologia de proceso
durante su produccion (Savva y Kafatos, 2016). Las principales semillas oleaginosas que se procesan
en México son la semilla de soya, canola, cartamo y girasol (Acuerdo Nacional para la Salud
Alimentaria, 2011). En México se consume una importante cantidad de aceites vegetales, éste
asciende a 1.1x10° litros anuales; es decir, cada mexicano consume 10 litros de aceite al afio, de los
cuales el 78% del consumo de aceite vegetal comestible (mixto) y 22% es puro (Asociaciéon Nacional
de Industriales de Aceites y Mantecas Comestibles, 2009).

El alto consumo de aceites vegetales en México, asi como las costumbres en el consumo de aceites

de fuentes de origen determinadas, que posee una composicion de acidos grasos caracteristica,
ocasiona el riesgo de generar desequilibrio en la ingesta dietética recomendada para cada grupo de

10
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acidos grasos, lo que puede originar y desencadenar enfermedades cardiovasculares graves. De tal
manera que el objetivo de este trabajo fue analizar y evaluar los aspectos nutricionales de los
principales aceites vegetales de consumo en Meéxico, a partir del aporte energético de la
composicion de sus acidos grasos saturados e insaturados de acuerdo a la Ingesta Diaria
Recomendada (IDR) para grasas.

METODOLOGIA

A partir de los ultimos datos estadisticos de encuestas realizadas en 2010 por la Procuraduria Federal
del Consumidor, se seleccionaron los aceites mayormente preferidos y consumidos en México. Asi
mismo, se obtuvieron las monografias para cada uno de los aceites seleccionados a partir de las
Normas Mexicanas del Diario Oficial de la Federacion (http://www.dof.gob.mx/), a partir de las
cuales se colectaron los datos de la composicion de los diferentes grupos de acidos grasos.

Se realizé una evaluacién del aporte diario recomendado de los seis principales aceites vegetales mas
consumidos en Meéxico, analizando los datos extraidos de las tablas de especificaciones de
composicion de acidos grasos de: soya (NMX-F-252-SCFI-2011), canola (NMX-F-475-SCFI-2005), oliva
(NMX-F-109-SCFI-2014), maiz (NMX-F-030-SCFI-2011), cartamo (NMX-F-161-SCFI-2013) y girasol
(NMX-F-265-SCFI-2011).

El aporte energético de los diferentes tipos de acidos grasos de los aceites vegetales se calculd a
partir de la composicidon quimica de cada uno de los aceites vegetales evaluados. Se agruparon los
acidos grasos de acuerdo a su grupo estructural, como acidos grasos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI), en estos ultimos destacando los acidos grasos de
la familia n-3 y n-6. Y se determind su valor energético (kJ/g) de acuerdo a su contenido total y
empleando el factor de conversion de 9kcal (37.7 KJ/g), que equivale a la cantidad de energia que es
liberada cuando estos macronutrientes se oxidan metabdlicamente.

Para poder evaluar los aspectos nutricionales como aporte energético (Ingesta Diaria Recomendada)
de sus AGS y AGPI, se tomaron los valores energéticos (E) y se convirtieron en porcentaje de Ingesta
Diaria Recomendada para grasas para los diferentes acidos grasos basado en los valores maximos
permisibles de acuerdo a la FAO donde para AGS—10% IDR, AGPI—11% IDR, AGPIl,3—2% y AGPI,¢—
9% (tabla 1).

RESULTADOS Y DISCUSION
Preferencias en el consumo de aceites vegetales de la poblacion mexicana

En 2010, la Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO), mediante un sondeo en linea, identificd
los aceites vegetales de mayor consumo, destacando los aceites elaborados a partir de soya, canola,
oliva, maiz, cartamo y girasol (figura 2). Asi mismo, los principales criterios para seleccionar el tipo de
aceite preferido fueron: 1) porque lo consideran sano, 2) barato, 3) costumbre y 4) sabor; y los
motivos que llevan al consumidor a cambiar de aceite son: 1) precio, 2) dudas sobre su beneficio para
la salud y 3) por probar otra marca (revistadelconsumidor.gob.mx/wp-
content/uploads/2010/10/aceites.pdf).

11
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Aceites Vegetales de Consumo en México
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Otros, 1, 29

n
s
©

a

©
=
()

Maiz, 1, 29

B Soya M Canola Oliva M Maiz ™ Cirtamo Mixto M Girasol M Otros

Figura 2. Principales aceites vegetales consumidos en México.
Fuente: Elaboracidn propia con base en informacién de PROFECO.

En el mercado mexicano existe una relacion entre el nUmero de aceites vegetales mixtos con el de
aceites vegetales puros, es decir, por cada aceite mixto se encuentra un aceite puro. Los aceites
vegetales mixtos son mas econdmicos con un promedio de costo de $18.60 pesos por litro en 2010,
pero aun asi su consumo solo supera al aceite de girasol puro (revistadelconsumidor.gob.mx/wp-
content/uploads/2010/10/aceites.pdf).

A continuacion se describen los datos econdmicos de los aceites vegetales consumidos en México
hasta el 2010. En cuanto a los aceites vegetales puros, el de soya es el de mayor consumo en México.
Este aceite se obtiene a partir de la semilla de soya, y es el de mayor produccion en el mundo al ser
un aceite poliinsaturado con contenido de acido linoleico (omega 6) y acido linolénico (omega 3). En
el mercado se registraron aproximadamente 12 marcas con precios que oscilan entre $14.00 y $32.00
pesos por litro. El aceite de canola proviene de las semillas de la planta de la canola, éste destaca por
poseer el menor contenido de acidos grasos saturados y un contenido alto de acidos grasos
monoinsaturados, por lo que su consumo es altamente recomendable, lo cual se ve reflejado al ser el
segundo aceite de preferencia de consumo por los mexicanos, de este aceite se encuentran en el
mercado alrededor de 8 diferentes opciones a elegir con precios desde $18.00 a $24.00 pesos por
litro. El aceite de oliva se encuentra en tercer lugar en preferencia, y éste se puede encontrar en el
mercado de diferentes presentaciones como aceite extravirgen y virgen otorgadas por el tipo de
aceituna, sabor y proceso de elaboracién. Los aceites de oliva son muy apreciados porque contienen
un alto nivel de acido monoinsaturado; pero la produccion local en estos momentos en México es
muy baja llegando a ser casi nula, por lo que la mayor parte del aceite de oliva es importado de
Espafa lo cual eleva el precio por litro de aceite. El aceite de maiz tiene apariencia cristalina, un color
amarillo rojizo y un sabor muy bien aceptado por el consumidor, en el mercado se cuenta con al
menos 9 marcas de aceite puro de maiz con precios desde $20.00 a $33.00 pesos por litro. En México
solo se cuenta con una marca productora de aceite de cartamo puro, de la variedad monoinsaturada,
dicho aceite proviene de una variedad genética natural del cartamo, en la que la composicion de
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acidos grasos es diferente a la tradicional porque contiene un alto nivel de acido monoinsaturado
(acido oleico); el precio de éste aceite en el mercado es de $40.00 pesos por litro
(revistadelconsumidor.gob.mx/wp-content/uploads/2010/10/aceites.pdf).

Composicion de acidos grasos de los aceites vegetales
En la tabla 2 se presenta la composicidn total de acidos grasos de aceite de soya, canola, oliva, maiz,
cartamo y girasol. Los principales 4cidos grasos contenidos en aceite vegetales son: palmitico (C16:0)

en un rango de 3.3% a 20.0%; 4cido oleico (C18:1) de 14.0% a 83.0% y &cido linoleico (C18:2) de 3.3%
a74.0%.

Tabla 2. Composicion de acidos grasos de aceites vegetales.

SOYA CANOLA OLIVA MAiz CARTAMO GIRASOL

AG [%]
Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min

Max

C12:0 0.0 0.1 Nd nd nd nd 0.0 0.3 nd nd 0.0
C14:0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.1 0.0 0.3 0.0 0.2 0.0
Ci16:0 9.7 13.3 3.3 6.0 7.5 20.0 8.6 16.5 3.6 6.0 5.0
C17:0 Nd nd Nd nd 0.0 0.3 nd nd nd nd Nd
C18:0 3.0 5.4 1.1 2.5 0.5 5.0 0.0 3.3 1.0 2.4 2.7
C20:0 0.1 0.6 0.2 0.8 0.0 0.6 0.3 1.0 0.3 0.6 0.2
C22:0 0.3 0.7 0.0 0.5 0.0 0.2 0.3 0.5 0.0 0.2 0.3
C24:0 0.0 0.4 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.5 0.0 0.2 0.0
Ci6:1 0.0 0.2 Nd nd 0.3 3.5 0.0 0.5 0.0 0.8 0.0
C17:1 Nd nd 0.0 0.3 0.0 0.3 nd nd nd nd Nd
Cc18:1 17.7 285 520 670 55.0 83.0 20.0 42.2 70.0 83.7 14.0
C20:1 0.0 0.3 0.1 3.4 0.0 0.4 0.2 0.6 0.1 0.5 0.0
C22:1 0.0 0.3 0.0 2.0 nd nd 0.0 0.3 0.0 0.3 0.0
C24:1 Nd nd 0.0 0.4 nd nd nd nd 0.0 0.3 Nd
C18:2 49.8 57.1 16.0 25.0 3.5 21.0 34.0 65.6 9.0 199 48.3
C18:3 5.5 9.5 6.0 14.0 1.0 1.0 0.0 2.0 0.0 1.2 0.0
C20:2 0.0 0.1 0.0 0.1 Nd nd 0.0 0.1 nd nd Nd
C22:2 Nd nd 0.0 0.1 Nd nd nd nd nd nd Nd

0.1
0.2
7.6
Nd
6.5
0.5
1.5
0.4
0.3
Nd
39.4
0.3
40.3
Nd
74.0
0.3
Nd
Nd

Datos expresados como porcentaje total de diferentes grupos de acidos grasos (AGS, AGMI y AGPI). Estos
valores no son representativos para variedades desarrolladas por biotecnologia. Abreviaturas: AGS—acidos
grasos saturados, AGMI—acidos grasos monoinsaturados, AGPl—dacidos grasos poliinsaturados, nd—no
determinado.

Fuente: Datos promedio de las normas de calidad de los aceites vegetales puros (http://www.dof.gob.mx/).

Cada uno de los aceites vegetales analizados tiene su distribucion de acidos grasos saturados e
insaturados especifica, dependiendo de la fuente vegetal de obtencion. Por lo tanto, su impacto en la
salud humana puede ser evaluada de acuerdo a los acidos grasos individuales que contiene.
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Acidos grasos saturados

Dentro de los acidos grasos saturados encontrados en los aceites vegetales se encuentran: acido
ladrico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido
araquidico (C20:0), acido behénico (C22:0) y acido margarico (C24:0). En todos los aceites vegetales
analizados estuvieron presentes los acidos palmitico y estedrico; siendo los de mayor proporcion
respecto a los otros acidos grasos saturados con rangos de 3.3% (canola) a 16.5% (maiz) y 0.5% (oliva)
a 6.5% (girasol), respectivamente.

Segun datos estadisticos de la FAO, los acidos grasos saturados mas abundantes en nuestra dieta son
concretamente C14:0, C16:0 y C18:0, excepto en el caso de la leche y del aceite de coco, en los que
los acidos grasos saturados van desde C4:0 a C18:0. Cada uno de los acidos grasos saturados (AGS)
afecta de manera diferente a las concentraciones de colesterol en las diferentes fracciones de las
lipoproteinas plasmaticas. Por ejemplo, los acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0)
incrementan el colesterol de las LDL mientras que el acido estearico (C18:0) no tiene este efecto
(FAO/OMS, 2011).

Acidos grasos monoinsaturados

En los aceites vegetales analizados predomind el contenido de acidos grasos insaturdos respecto al de
acidos grasos saturados; identificando como monoinsaturados al acido palmitoléico (C16:1), acido
heptadecendico (C17:1), acido oléico (C18:1), acido eicosenoico (C20:1), acido erucico (C22:1) y acido
tetracosadecendico (C24:1). Los aceites con mayor proporcién de acidos grasos monoinsaturados
fueron el de cartamo (70.1%-85.6%), olivo (55.3%-87.2%) y canola (52.1%-73.1%). El acido oleico fue
el acido graso presente en todos los aceites con rangos de 14% (girasol) a 83.7% (cartamo).

El acido oleico es el acido graso insaturado mas comun y consumido en la dieta occidental, éste es el
precursor para la produccion de la mayoria de los acidos grasos poliinsaturados; asi las plantas
producen a partir de éste los AGPI de las familias n-3 y n-6 (Akoh y Min, 2002). Sin embargo, en
algunas poblaciones el acido graso monoinsaturado mas abundante es el acido erucico (C22:1n-9), el
cual se encuentra en mayor proporcién en el aceite de girasol en un 40.3% (FAO/OMS, 2010).

Acidos grasos poliinsaturados

Dentro de los acidos grasos poliinsaturados encontrados en los aceites vegetales se encuentran el
acido linoleico (C18:2n-6), acido linolénico (C18:3n-3), acido eicosadiendico (C20:2n-6), acido
docosadiendico (C22:2n-3). Los aceites con mayor proporcidn de acidos grasos poliinsaturados fueron
el de girasol (48.3%-74.3%), soya (55.3%-66.7%) y maiz (34.0%-67.7%). El acido linoleico fue el dcido
graso presente en todos los aceites con rangos de 3.5% (oliva) a 74.0% (girasol).

Los AGPI se refieren a los aceites poliinsaturados mas abundantes en nuestra dieta, que incluyen
sobre todo al acido linoleico (C18:2n-6) y una porcién menor de acido alfa-linolénico (C18:3n-3).
También, y dependiendo de la ingesta de animales marinos, se incluye una proporcién variable pero
relativamente baja de AGPlI de cadena larga tales como 4cido araquiddnico (AA), acido
ecosapentaenoico (EPA), acido docosapentaenoico (DPA) y acido docosahexanoico (DHA) (Tocher,
2015). Hay una evidencia convincente de que los acidos linoleico (LA) y alfa-linolénico (ALA) son
esenciales ya que no pueden ser sintetizados por los humanos. Ademas, de acuerdo a investigaciones
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de la FAO, la sustitucion de AGS por AGPI disminuye el riesgo de enfermedades coronarias (Akoh y
Min, 2002).

Aporte energético de los diferentes tipos de acidos grasos de los aceites vegetales

El consumo de lipidos en México es relativamente alto, con la contribucién de aproximadamente el
40% de las calorias totales, superando los valores recomendados por la FAO/OMS mencionados
anteriormente. En los ultimos 20 afios México ha mantenido, en promedio, un suministro de energia
alimentaria (SEA) equivalente a 3,141 Kcal por persona al dia, disponibilidad suficiente para cubrir las
necesidades promedio de su poblacidn. Sin embargo, hay que resaltar que los niveles de suministro
energético superan las necesidades promedio por persona al dia, estimadas en 2,357 Kcal para el
periodo 2010-2012. (Orsavova et al., 2015). Los cereales, los edulcorantes y los aceites vegetales
aportaban la mayor cantidad de energia, seguidos por las leguminosas, los productos de origen
animal, las frutas y hortaliza (FAO/OMS, 2003)

En la tabla 3 se muestran los valores energéticos calculados para los acidos grasos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados para 1.0 gramo de los principales aceites vegetales consumidos en
Meéxico (soya, canola, oliva, maiz, cartamo y girasol).

Tabla 3. Valores energéticos de los grupos de acidos grasos para 1g de aceite

vegetal.

E (ki/g) SOYA CANOLA OLIVA MAIz CARTAMO  GIRASOL
AGS 6.3 2.8 6.4 6.0 2.7 3.9
AGMI 8.7 23.5 26.4 12.2 29.3 14.7
AGPI 22.7 11.5 4.9 19.5 5.7 19.1
(n-3) 2.8 3.8 0.4 0.4 0.2 0.0
(n-6) 19.9 7.7 4.5 19.1 5.4 19.1

Datos expresados como valores energéticos (E) en kJ/g de diferentes grupos de acidos
grasos. Abreviaturas: AGS—4cidos grasos saturados, AGMI—acidos grasos monoinsaturados,
AGPI—4&cidos grasos poliinsaturados.

Debido a que los aceites analizados estan compuestos mayoritariamente por dacidos grasos
insaturados (monoinsaturados y poliinsaturados) se puede observar en la tabla 3 que éstos grupos
son los que presentan mayor valor enérgetico (E); en el caso de los acidos grasos monoinsaturados los
valores estuvieron en rangos de 8.7 kJ/g (soya) y 29.3 kl/g (cartamo), respecto a los acidos grasos
poliinsaturados los rangos fueron de 4.9 kJ/g (oliva) a 22.7 kl/g (soya). Los aceites de cartamo, oliva 'y
maiz son los que presentan mayor contenido de acidos grasos monoinsaturados; y los de soya, maiz y
girasol contienen en mayor proporcién acidos grasos poliinsaturados principalmente de la familia n-6.
Es importante sefialar que los contenidos de acidos grasos poliinstaturados de la familia n-3 se
encontraron principalmente en los aceites de canola y soya.

Para poder evaluar los aspectos nutricionales de los aceite vegetales como aporte energético (Ingesta
Diaria Recomendada) de sus AGS y AGPI, se tomaron los valores energéticos de la tabla 2 y se
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convirtieron a porcentaje de Ingesta Diaria Recomendada para grasas (IDR—37.7 klJ/g) para los
diferentes grupos de acidos grasos, basado en los valores maximos permisibles de acuerdo a la FAO
donde para IDRags—10%, IDRagpi—11%, IDR,.3—2% e IDR,s—9% (tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de aporte energético (E) por grupo estructural de acidos
grasos de aceites vegetales consumidos en México.

E [%pR] SOYA CANOLA OLIVA MAIz CARTAMO  GIRASOL
AGS 166.7 73.6 168.9 160.3 72.4 103.3
AGPI 546.9 276.5 118.5 469.1 136.6 460.7
(n-3) 369.8 499.5 49.2 50.7 30.0 6.2
(n-6) 586.2 227.0 133.9 562.0 160.3 561.8

Porcentaje de aporte energético, Datos expresados como porcentaje de aporte energético E
[%IDR]. Abreviaturas: AGS—acidos grasos saturados, AGMI—acidos grasos monoinsaturados,
AGPI—4acidos grasos poliinsaturados.

Tomando en consideracion el contenido energético de los acidos grasos en 1.0 gramo de aceite y las
recomendaciones maximas de ingesta diaria para cada grupo de acidos grasos AGS, AGPI, n-3 y n-6
(10%, 11%, 2% y 9%, respectivamente), los porcentajes de aporte energético superan los valores de
ingesta diaria recomendada. Un gramo de aceite vegetal contiene AGS que aportan del 72.4%
(cartamo) al 168.9% (oliva), de la IDR. Esta se incrementa significativamente para el contenido de
AGPI del 118.5% (oliva) al 546.9% (soya). Finalmente, los valores de los acidos grasos poliinsaturados
n-3 y n-6, aportan de 6.2% (girasol) a 499.5% (canola) y 133.9% (oliva) a 586.2% (soya),
respectivamente.

Las dosis de los aceites vegetales para el cumplimiento de las ingestas diarias recomendadas de
energia para cada grupo de acidos grasos varian segun la composicion de éstos dependiendo de la
fuente vegetal de la cual fue extraido el aceite. Los equivalentes energéticos de AGS, AGP, n-3 y n-6
correspondientes a 1.0 g de aceite superaron las recomendaciones generales de 10%, 11%, 2% y 9%,
respectivamente, de la FAO.

Gramos de aceite necesarios para cubrir los % IDR para AGS y AGPI (n-3 y n-6)

De acuerdo a los resultados previos, que indican que un gramo de aceite supera en gran cantidad al
%IDR establecido para cada grupo estructural de acido graso, y que existe una gran variacion de
acuerdo a la composicién de cada aceite evaluado, la Figuras 3 muestra las cantidades de aceite
expresadas en gramos que se necesitan para cubrir los valores de ingesta diaria recomendada de
acidos grasos saturados (AGS) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI).
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Figura 3. Cantidad de aceite necesaria para cubrir los valores de
ingesta diaria recomendada (IDR) para acidos grasos saturados
(AGS) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Los datos fueron
calculados a partir del valor maximo de ingesta de acuerdo a la FAO.
Abreviaturas: SO—soya, CN—canola, OL—oliva, MA—maiz, CT—
cartamo y Gl—girasol.

Como era de esperarse, las cantidades de aceite de las diferentes fuentes vegetales necesarias para
cubrir los valores de IDR de los diferentes grupos de dacidos grasos variaron de acuerdo con la
composicion especifica de los acidos grasos de cada aceite por su fuente de origen vegetal. Por lo
que, los aceites de soya, maiz y girasol al estar compuestos principalmente por acidos grasos
poliinsaturados requieren menores cantidades de aceite (0.2 g) para cubrir los valores de ingesta
diaria recomenda. Por el contrario, para poder cubrir los valores recomendados de acidos grasos
saturados es necesario consumir alrededor de 0.6 g de aceite (oliva, maiz y soya) a 1.4 g de aceite
(canola, cartamo). En la figura 3 se aprecia que el aceite con mejor balance entre acidos grasos
saturados y poliinsaturados es el de oliva con una diferencia de 0.2 g para balancear los valores de
ingesta diaria recomendada para ambos acidos grasos.

El tipo de grasa consumida en la dieta es mds importante que la ingesta total de grasa, como se
menciond anteriormente diferentes tipos de grasas o acidos grasos pueden desempeiar funciones
diferentes u opuestas. El conocer el porcentaje de acidos grasos especificos ingeridos permite predicir
el riesgo de enfermedad coronaria, recomendandose consumir grasas insaturadas en mayor
proporcién que las saturadas o trans (He, et al., 2003). Recientes estudios sugieren que la sustitucion
de la ingesta de acidos grasos saturados por acidos grasos poliinsaturados en lugar de acidos grasos
monoinsaturados o carbohidratos previene enfermedades del corazén (Jakobsen, et al., 2009).

La Figura 4 muestra las cantidades de aceites vegetal necesario para cubrir los valores IDR para los
acidos grasos poliinsaturados de las familias n-3 y n-6. Se observa que los aceite de soya y canola se
requieren en bajas cantidades para cubrir las recomendaciones. Para la familia n-3 los rangos van de
0.3 ga 0.4 gy para la familia n-6 los rangos son de 0.2 g a 0.4 g. Por otra parte, no existe un aceite con
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el balance dptimo de acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6, se observa que se requiere de 16.1 g,
3.3 gy 2.0 g de aceite de girasol, cartamo y maiz, respectivamente.

(n-3) M (n-6)

(n-3), G, 16.1

(n-3), CT, 3.3

(n-3) OL, 2.0
(ns3), MA, 2.0

Cantidad de aceite (g)
(n-3), SO, Q3
(n-6), SO, 0.2
(n-3), CN, 0.2
(n-6), CN, 0.4
(n-6), OL, 0.7
(n-6), MA, 0.2
(n-6), CT, 0.6
(n-6), Gl, 0.2

Aceites vegetales

Figura 4. Cantidad de aceite necesaria para cubrir los valores de
ingesta diaria recomendada (IDR) para Aacidos grasos
poliinsaturados (AGPI) familia n-3 y n-6 calculados a partir del valor
maximo de ingesta de acuerdo a la FAO. Abreviaturas: SO—soya,
CN—canola, OL—oliva, MA—maiz, CT—cartamo y Gl—girasol.

La composicion de acidos grasos poliinsaturados en la dieta de un humano promedio ha cambiado
con los avances en la agricultura; generando desequilibrios en las ingestas de acidos grasos de las
familias n-3 a n-6, lo cual ha afectado negativamente a la fisiologia humana por el desarrollo de
nuevas patologias debido a este desajuste de acidos grasos (Field, Willett, Lissner & Colditz, 2007).

Un acido graso comun de la familia n-6 es el acido linoleico, éste se encuentra en la mayoria de los
aceites vegetales y tiene un efecto reductor sobre el colesterol en plasma y un efecto inhibidor sobre
la formacién del trombo arterial. Los acidos grasos n-6 no pueden ser sintetizados por los seres
humanos y se consideran acidos grasos esenciales. El 4cido linoleico se puede desaturar mas y alargar
para formar acido araquiddnico, el cual participa en la biosintesis de eicosanoides. En general este
tipo de acido no es deficiente en la dieta, aunque su deficiencia provoca alteraciones en el
crecimiento o la reproduccion y mala cicatrizacidon de heridas. Sin embargo, la ingesta excesiva de
acidos grasos n-6 se atribuyé como un factor de riesgo importante para desarrollar enfermedades
como la aterosclerosis, alergias o ciertas enfermedades neopldsicas (Adam, Wolfram, & Zollner,
2003).

Los acidos grasos omega-3 (n-3) son también conocidos como acidos grasos esenciales por lo que se
debe obtenerlos a partir de las dietas. El acido linolénico es el mas representativo de esta familia y se
encuentra comunmente en los aceites de soya. Otros acidos grasos poliinsaturados de la familia n-3
de interés son el acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) al ser lipidos
estructurales, éstos cominmente se encuentran en aceites de pescado. Su déficit en la dieta puede
causar trastornos neuroldgicos y visuales, dermatitis, y retraso del crecimiento. EPA es importante en
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la prevencién de ataques cardiacos, principalmente debido a su efecto antitrombdtico (FAO/OMS,
2010). Ademas los niveles de acido grasos omega-3 también se asocian que interactuan con la mala
calidad del suefio para moderar efectos cognitivos adversos y el transtorno depresivo mayor (Lotrich,
Sears, & McNamara, 2015).

Se busca mantener un equilibrio apropiado de acidos grasos de las familias n-3 y n-6 en la dieta. Las
altas concentraciones de acido linoleico pueden conducir a un aumento de la produccién de
eicosanoides inmunosupresores. Sin embargo, las dietas altas en acido eicosapentaenoico inhiben la
produccidon de eicosanoides y reducen la inflamacion mediante el aumento de la produccién de
tromboxanos involucrados en procesos de coagulacion y agregacion plaquetaria (Akoh & Min, 2002).
Si quisieramos cubrir los requerimientos necesarios para los acidos grasos de las familas n-3 y n-6 con
un sélo tipo de aceite vegetal, notariamos que la ingesta recomendada de acidos grasos n-3 aumenta
con la ingesta de los acidos grasos n-6. Por lo que es importante moderar el consumo de aceites altos
en acido linoleico y aumentar el consumo de aceites con acido linolénico. El uso de mas de una fuente
de aceite vegetal permitiria agregar variedad de estos acidos grasos esenciales en la dieta (Uluata &
Ozdemir, 2012).

A pesar de contar con evidencia de que las poblaciones se beneficiarian al aumentar la ingesta de
acidos grasos, es poco probable que se pueda generar un cambio tan drastico en la dieta, al menos no
en un futuro cercano. La razén principal de esto es el éxito de los cultivos agricolas ricos en acidos
grasos n-6, que ademdas de consumirse en aceites vegetales también son materia prima para
desarrollar otros alimentos como aderezos, helados, mayonesas e incluso para alimentar al ganado
gue consumimos (Akoh & Min, 2002). Los valores energéticos fueron calculados a partir del factor de
conversion de 9cal (37.7 KJ/g), por lo que los datos pueden ser ajustados para cubrir los porcentajes
de aporte energético para dietas con diferente nimero de calorias totales y proporcién de grasas en
la misma. Los valores calculados sirven de referencia y son ilustrativos, ya que el consumo total de
grasas no recae totalmente sélo en el consumo de aceites vegetales, de hecho, una porcién de 14 g
de aceite vegetal es la cantidad promedio que se debe de consumir en un dia y aunque estos aceites
demuestran contener acidos grasos benéficos dentro de la dieta, son solamente un ingrediente mas
de la misma (SAGARPA, 2012).

CONCLUSIONES

Es evidente que en los Ultimos afos se ha producido un incremento global en el abastecimiento y
consumo de grasa total reflejandose en altos indices de obesidad alrededor del mundo y en México
principalmente. Alun asi, el consumo de grasa no sélo deberia centrarse en la ingesta elevada de la
misma, sino que también se debe promover que las dietas proporcionen la grasa suficiente para
alcanzar los requerimientos de energia y acidos grasos esenciales necesarios. El tipo de grasa
consumida es importante para determinar si ésta es benéfica para la salud o no. La informacion
nutrimental de las etiquetas de alimentos mejoraria si se detalla la composiciéon de acidos grasos
especificos.

Los aceites vegetales representan una fuente natural de grasa para incorporar a la dieta, éstos varian
en composicion de acidos grasos, lo cual les brinda propiedades fisicoquimicas y nutricionales
especificas para que el consumidor seleccione aquellos que mejor se adapten a sus necesidades y
preferencias. La mayoria de los aceites vegetales consumidos en México se caracterizan por contener
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acidos grasos poliinsaturados en cantidades especialmente altas de la familia n-6, dando como
resultado que las dosis necesarias para cubrir los valores energéticos recomendados sean
relativamente bajas. Para cubrir las dosis recomendadas y lograr un equilibrio en la ingesta de acidos
grasos es necesario balancear el consumo de los diferentes aceites para administrar el aporte de
acidos grasos poliinsaturados especificos; y asi promover el balance de lipidos en sangre y evitar
riesgos de enfermedades crdnico degenerativas.

El mantenimiento de patrones dietéticos y niveles energéticos apropiados, asi como la realizacion de
una actividad fisica adecuada en relacién a las caracteristicas antropométricas y los estilos de vida
ayudan a conseguir una salud dptima y poder prevenir aumentos de peso corporal no saludables.
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INTRODUCCION

La medicina natural ha sido utilizada para el tratamiento de numerosas enfermedades en el
transcurso de toda la historia de la humanidad. Desde la antigliedad se conocen los efectos
beneficiosos de numerosas plantas sobre la salud humana, muchas de las cuales han sido utilizadas
para curar y prevenir diversas enfermedades. De forma general, el uso de plantas para tratar
enfermedades se remonta a mas de 3,000 afios en el continente asiatico, aunque fueron los
occidentales, como los griegos y romanos, los que sistematizaron a través de sus escritos, el estudio
de las plantas medicinales (Romo, 2006).

El estudio de las plantas medicinales, ya sea como materia prima para la produccién de extractos o
como fuente de aislamiento de sustancias naturales puras, representa un area en franca expansion.
En los paises industrializados dichos productos constituyen cerca del 25 % del total de las
prescripciones médicas, mientras que en los que se encuentran en vias de desarrollo abarcan
practicamente el 80 % de la terapéutica (Llauradd et al., 2011).

En el Estado de Sonora las principales etnias son: los yaquis (yoreme yaqui), mayos (yoreme mayo),
seris (conca’ ac), guarijios (makurawe), pimas bajos (obs), kikapues y pdpagos o pimas altos
(O’odham). No se sabe con exactitud el porcentaje de la poblacidon sonorense que acude a las plantas
medicinales cuando se enferman, o para no enfermarse, pero debe ser bastante alto. La herbolaria
como componente de la medicina tradicional sonorense, forma parte de la concepcidon cultural que
tienen los diferentes grupos étnicos (Johnson et al., 1996).

Las razones para el uso continuado de plantas medicinales son varias, e incluyen la tradiciéon familiar o
de la tribu, inaccesibilidad fisica de médicos y medicinas institucionales, costo elevado de la medicina
tradicional y, especialmente, la esperanza de curar enfermedades como el cancer, que los médicos
han considerado incurables o inoperables (Johnson et al., 1996).

Segun la OMS, la medicina tradicional comprende las practicas, enfoques, conocimientos y creencias
sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas en plantas; en animales o minerales; para
mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades. En paises en vias
de desarrollo se ha descrito que hasta el 90% de la poblacién usa la medicina tradicional (Oblitas et
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al., 2011). Las plantas medicinales constituyen una fuente inagotable de sustancias activas, se
requieren estudios preclinicos para el conocimiento y efectividad de su empleo (Castano et al., 2013).

Numerosas sustancias estimuladoras del sistema inmunoldgico han sido aisladas de plantas y hongos
superiores, y abren las puertas para el desarrollo de farmacos novedosos. Se vislumbran, de este
modo, como una alternativa eficaz para el tratamiento de diversas afecciones que alteran el normal
equilibrio de la respuesta inmune del organismo, e inciden negativamente en el cuadro de salud de la
poblacién mundial (Llauradé et al., 2011).

La creciente urbanizacién y consiguiente alejamiento de las fuentes silvestres de plantas medicinale,s
ha llevado a un creciente desconocimiento de su presentacion natural. A pesar que la mayoria de
personas cree poder reconocer una planta medicinal por la forma de sus hojas, su olor u otras
caracteristicas, el reconocimiento especifico de una planta solo es posible si se cuenta con sus
drganos sexuales, es decir si se cuenta con su flor (Salaverry y Cabrera, 2014).

Aun existe el consumo de plantas medicinales entre los mayores, principalmente en el tratamiento de
lesiones menores. Las representaciones sobre las plantas medicinales parecen ancladas en la
concepcion de seguridad, o sea, son naturales y con pocos efectos colaterales. Su uso es hecho
concomitantemente con los medicamentos industrializados, sin atentar los riesgos de las
interacciones. Es necesaria la educacion permanente del equipo de salud y de la enfermeria sobre la
fitoterapia, aportando el uso seguro y eficaz de las plantas medicinales (Da Silva et al., 2012).

El estudio de los componentes de las plantas medicinales se centra en las sustancias que ejercen una
accion farmacolégica sobre el ser humano o los seres vivos en general. Los principios activos de las
plantas pueden ser sustancias simples (como alcaloides) o bien mezclas complejas (resinas, aceites
esenciales, etc.). Los compuestos mds comunes son los azlucares y heterdsidos (azdcar mas un
compuesto sin azucar), que pueden ser glucdsidos, galactésidos, etc. Otros componentes activos de
las plantas son los alcaloides, lipidos, gomas, mucilagos, principios amargos, taninos, aceites
esenciales, resinas, balsamos, oleorresinas, acidos organicos, enzimas y vitaminas (Campos, 2012).

Los principios activos son los que definen y sirven para clasificar a estas plantas y el principal criterio
para su seleccién y mejora, el control del rendimiento y calidad de productos del cultivo y procesado
industrial, asi como los que dotan a la planta de sus propiedades y usos terapéuticos (Mufioz, 1987).

Los compuestos fendlicos, formados fundamentalmente por los aminodcidos fenilalanina y tirosina,
son un grupo de hidrocarbonos con numerosos y diferentes anillos, que carecen de nitrégeno en su
estructura. En su mayoria, los compuestos fendlicos fortalecen los vegetales o los protegen de
diversas amenazas. En numerosos casos, se han vuelto lo suficientemente necesarios como para que
los vegetales lleguen a producirlos en grandes cantidades. Aproximadamente el 40% del carbono que
circula por la biosfera lo hace en forma de compuestos fendlicos, que se encuentran con frecuencia
en las paredes celulares y vacuolas de las células que los producen. Los principales tipos de
compuestos fendlicos son las ligninas, los flavonoides y los compuestos alelopaticos (Murray, 2006).

Los flavonoides engloban miles de moléculas solubles en agua y son tipicos de las frutas y hortalizas.
Algunos disuaden a los herbivoros y previenen la descomposicién bacteriana, como en el caso de los
compuestos acidos de color marrédn conocidos como taninos, que pueden usarse para preservar las
pieles. Muchos flavonoides como el licopeno de los tomates y las procianidinas de las manzanas, uvas
y fresas, se utilizan en medicina como agentes antivirales y para contribuir al control y a la prevencion
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del cancer y de enfermedades cardiovasculares. También poseen otras funciones, como
potenciadores del sabor o aromaticos, como en la pimienta negra, el clavo, el jengibre, la vainilla, la
canelay el sirope de arce (Murray, 2006).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el perfil fitoquimico cuantitativo y la capacidad
antioxidante de cinco especies de plantas medicinales nativas de la region Sur de Sonora mediante
métodos espectrofotométricos para la confirmacién de su potencial terapéutico.

METODOLOGIA

Ubicacion del experimento

El experimento se realizé en el Laboratorio de Compuestos Bioactivos, ubicado en el Centro de
Investigaciones e Innovacion Biotecnoldgica Agricola y Ambiental (CIIBAA), Unidad Centro del
Instituto Tecnoldgico de Sonora, localizado en la calle 6 de abril y Chihuahua. En Ciudad Obregdn,
Sonora, México.

Recoleccion de las muestras

Las plantas fueron recolectadas en el Valle del Yaqui, en las cercanias del poblado de Vicam, Sonora,
para la recoleccién de las plantas se contd con el apoyo de una persona de la tribu Yaqui que es
experta en la identificacion de estas plantas. Las plantas recolectadas (figura 1) fueron cardo amarillo
(Argemone mexicana L.), bachata [Ziziphus obtusifolia (T. & G.) var. canescens (Gray) Sues.)], musaro
[Lophocereus schottii (Engelm) Britt. & Rose var. schottii], etcho (Pachycereus pecten-aboriginum) y
chicoria (Cichorium intybus L.).
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Cardo amarillo (Argemone
mexicana L.

ns (Gray) Sues.)]

Etcho (Pachycereus pecten-

aboriginum)

Figura 1. Plantas medicinales del Sur de Sonora recolectadas para su estudio.

Tratamiento de las plantas

Una vez recolectadas las plantas fueron llevadas al laboratorio donde se lavaron para quitar tierra y
otras sustancias indeseadas. Después se separaron en distintas partes: chicoria (hojas, raiz y tallo),
cardo amarillo (tallo, raiz y hojas), bachata (hojas, raiz y ramas), musaro y etcho (todo el cactus). Cada
una de las muestras fue cortada en pequefios trozos y subsecuentemente se secaron a 40°C en horno
y se disminuyd el tamafio de particula de los trozos secos con ayuda de un mortero. Finalmente se
molieron en un molino para granos de café. Las muestras en polvo se guardaron en bolsas ziploc®. Se
determind la humedad de las muestras en polvo para expresar los resultados en base seca.

Obtencidn de los extractos

A partir de las plantas medicinales secas y en polvo se obtuvieron los extractos ricos en compuestos
bioactivos. La extraccion se realizé en la oscuridad utilizando como solvente etanol:agua (CFT, DPPH
y ABTS) o metanol:agua (flavonoides) en una proporcién 80:20. Especificamente se pesaron 100, 200
y 300 mg de muestra con el propdsito de asegurar la presencia de los compuestos bioactivos en los
extractos, se adicionaron 5 ml de metanol o etanol al 80%, se homogenizaron 30 segundos en vértex
y se mantuvieron 10 min en un bafio de sonicacién. La mezcla se filtré en papel Whatman No. 41, los
extractos se guardaron en viales ambar protegidos de la luz a 4 2C para la determinacién de CFT y
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capacidad antioxidante (DPPH). Se utilizaron 100 mg de muestra para realizar los ensayos de ABTSy
flavonoides.

Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para la determinacion de compuestos fendlicos totales se empled el método espectrofotométrico que
utiliza el reactivo de Folin-Cioucalteu. Se tomaron 50 pl de soluciones de estandar de acido galico (10-
100 pg/ml) o extracto etandlico. Después se afiadieron 50 ul de reactivo Folin-Cioucalteu 0.5 N y se
dejé reaccionar por 5 minutos. Por ultimo se agregaron 100 pl de solucion de Na,COzal 5 % y se
permitié reaccionar por 30 min y se leyd la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro
Spectrostar NANO®. En el blanco se sustituyd el estandar por agua ultrapura. Los ensayos se
realizaron por triplicado (Ainsworth y Gillespie, 2007).

Determinacién de la capacidad de captacién del DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

La capacidad de captacién del radical DPPH se determind con el método de Brand-Williams et al.,
(1995), con modificaciones para microplacas (Al-Duais et al., 2009; y Cheng et al., 2006).
Especificamente se afiadieron a un pozo 160 ul de solucién de radical DPPH 120 uM seguido de 40 pl
de solucién estandar de trolox (10-200 uM) o extracto etandlico; se mezcld y dejo reposar por 30
minutos; el blanco consistié de 200 ul de etanol al 80% y el control de 40 ul de etanol al 80% mas 160
pl de radical DPPH 120 puM. La lectura de absorbancia se tomd a 520 nm en un espectrofotometro
Spectrostar NANO®. El porcentaje de inhibicién del radical DPPH se calculd con la siguiente formula:
%I|=((AbScontrol - AbSmuestra)/Abscontrol)*100. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Capacidad de captacién del ABTS""

Para determinar la capacidad de captacidon del ABTS'" se siguié la metodologia de Re et al., (1999) con
modificaciones para microplacas. La solucién del ABTS™ se preparé mezclando volimenes a una
porcion de 1:0.5 de una solucion madre de ABTS (7 mM en agua) con 2,45 mM de persulfato de
potasio. Esta mezcla se dejé en reposo durante 16 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. Se
realizé una dilucién para obtener un valor de absorbancia de 0,800 + 0,020 a 740 nm del ABTS " cada
dia del analisis. Se agregaron 200 ul del ABTS™* y 30 ul de estandar de trolox (5-250 uM) o extracto
etandlico. El blanco estaba constituido por 230 pl de etanol al 80 % y el control por 30 pl de etanol al
80 % mas 200 ul de ABTS™. Finalmente se midié la absorbancia a 740 nm en un espectrofotémetro
Spectrostar NANO®. La captacién del ABTS™* se calculé mediante el porcentaje de inhibicién con la
siguiente formula: %l= ((AbScontrol - AbSmuestra)/Abscontrol)*100. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Determinacion de flavonoides

Los flavonoides se determinaron de acuerdo a la metodologia de Pekal & Pyrzynska (2014) con
modificaciones para microplacas. Especificamente se afiadieron a cada pozo 50 ul de solucién de AICl3
(2%); posteriormente se agregaron 100 pl de solucién estandar de quercetina (10-80 pg/ml) o
extracto metandlico. Por ultimo se adicionaron 100 ul de agua ultrapura, se agitd y dejo reaccionar
durante 10 minutos. El blanco estaba constituido por 250 ul de agua ultrapura. Se leyo la absorbancia
a 425 nm en un espectrofotémetro Spectrostar NANO®. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los componentes fitoquimicos de extractos etandlicos y metandlicos de las plantas medicinales se
determinaron con métodos espectrofotométricos adaptados a microplacas de 96 pozos.

La linealidad de los métodos fue determinada mediante la obtencidn de una curva de calibracién y su
coeficiente de determinacion. Las ecuaciones obtenidas se emplearon para cuantificar polifenoles
totales, capacidad de captacién del radical DPPH y ABTS vy flavonoides. Los pardmetros de linealidad
se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Curva de calibracion de acido galico, trolox y quercetina.

Analisis Compuesto Rango Ecuacion r
Compuestos fendlicos totales (CFT)  Acido galico 10-100 pg/ml y =0.0094x - 0.0688 0.9987
Capacidad de captacién del radical Trolox 10-200 uM y =0.3062x + 4.0722 0.9968
DPPH’

Capacidad de captacién del radical Trolox 5-250 uM y =0.2818x + 2.7677 0.9991
ABTS"

Flavonoides totales Quercetina 10-80 pg/ml y =0.0212x - 0.056 0.9965

Las cinco plantas estudiadas mostraron capacidad antioxidante en todas sus partes. El musaro, y las
ramas y hojas de bachata sobresalieron en la composicion de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante. Los flavonoides fueron detectados y cuantificados en hojas y ramas de
bachata y en tallo y raiz de cardo, las hojas de bachata mostraron el mayor contenido de estos
compuestos. En general las hojas de bachata presentaron la mayor cantidad de compuestos fendlicos
totales (52.98 mg EAG/g BS), capacidad antioxidante [379.90 mmol ET/g BS (DPPH) y 290.94 mmol
ET/g BS (ABTS)] y flavonoides (6.09 mg de flavonoides equivalentes a quercetina/g BS).

El contenido de compuestos fendlicos totales mostré un rango entre 1.83 y 10.23 mg EAG/g BS para
las distintas partes de cardo (Argemone mexicana L.) encontrandose la mayor cantidad en las hojas.
Srivastava et al. (2012), obtuvieron valores en extractos acuosos de compuestos fendlicos totales de
7.5 y 2.5 mg/g de equivalente de n-propil galato en hojas y tallos de cardo, respectivamente. Las
hojas de cardo también mostraron una mayor capacidad antioxidante con respecto al tallo y a la raiz
del mismo, que presentaron valores similares entre ellos.

No se detectaron flavonoides en hojas de cardo y se encontraron valores muy similares alrededor de
1.3 mg de flavonoides equivalentes a quercetina/g BS en tallo y raiz de cardo. Srivastava et al.
(2012) detectd flavonoides en tallos y hojas de cardo en extractos acuosos con valores de 0.5 y 1.37
mg/g equivalentes de quercetina, respectivamente.
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El mayor contenido de compuestos fendlicos totales de bachata [Ziziphus obtusifolia (T. & G.)
var. canescens (Gray) Sues)] se encontrd en las hojas con un valor de 52.98 mg EAG/g BS que
representa el doble de estos compuestos con respecto a las ramas y el triple con respecto a la raiz.
Las hojas de bachata también mostraron una mayor capacidad antioxidante en comparacion con las
ramas y raiz de la misma. Ademas se detecto la presencia de flavonoides en hojas y ramas de bachata,
siendo las hojas las que mostraron mayor contenido de estos compuestos (tabla 2).

No se han efectuado estudios de Ziziphus obtusifolia relacionados con los realizados en esta
investigacion pero Kone et al. (2012) obtuvieron 52.2 mg de EAG/g BS en hojas y 19.3 mg de EAG/g BS
en raices de geba (Ziziphus mucronata) en extractos de metanol-agua (80:20) mediante ultrasonido
asistido y sonicacion.

En la tabla 2 se observan los resultados de compuestos fendlicos totales (4.89 mg EAG/g BS),
capacidad antioxidante (45.13 mmol ET/g BS para DPPH y 28.98 mmol ET/g BS para ABTS) para etcho
(Pachycereus pecten-aboriginum). No se detecté la presencia de flavonoides.

No se han encontrado estudios de Pachycereus pecten-aboriginum ni del género Pachycereus
relacionados con los realizados en esta investigacidn; sin embargo, Ramirez et al. (2011) obtuvieron
resultados de compuestos fendlicos de pulpa de nopal de tuna blanca (Opuntia albicarpa) y nopal
(Opuntia ficus-indica) que pertenecen a la misma familia que la planta en estudio, con valores de 2.94
y 3.18 mg de EAG/g BS en extractos de metanol-agua.

No se detectd la presencia de flavonoides en musaro [Lophocereus schottii (Engelm) Britt. & Rose var.
schottii]. Por otra parte en el resto de los analisis se obtuvieron 39.42 mg EAG/g BS de compuestos
fendlicos totales. La capacidad antioxidante fue de 303.89 mmol ET/g BS para DPPH y 156.45 mmol
ET/g BS para ABTS (tabla 2). Morales et al. (2010) obtuvieron valores de compuestos fenélicos de 73
mg de EAG/g de extracto en extractos metandlicos de musaro.

Algunos constituyentes fitoquimicos evaluados en esta investigaciéon no han sido reportados para
estas plantas; sin embargo se han encontrado valores similares de compuestos fendlicos totales y
flavonoides en chicoria (Shad et al., 2013) cardo (Srivastava et al., 2012), bachata (Kone et al., 2012).
Las diferentes técnicas de medida y las diferencias de los métodos de extraccion de los constituyentes
antioxidantes pueden hacer que las mediciones de estos compuestos en plantas sean muy variables
entre autores (Pokorny et al., 2001).
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Tabla 2. Composicion fotoquimica de plantas medicinales del Sur de Sonora

Flavonoides
(mg de flavonoides

Planta medicinal CFT Capacidad antioxidante
(mg EAG/g BS) DPPH ABTS

(mmol ET/g BS)

(mmol ET/g BS)

equivalentes a
quercetina/g BS)

Chicoria (Hojas) 11.47£1.01 88.96 £ 2.01 57.94+0.71 No Detectado
Chicoria (Tallo) 2.04+0.21 20.43 £3.26 14.94 £ 1.30 No Detectado
Chicoria (Raiz) 1.62+0.44 26.12+2.21 11.76 £ 0.27 No Detectado
Cardo (Hojas) 10.23 £0.13 68.91+0.86 41.14 £ 0.53 No Detectado
Cardo (Tallo) 2.85+0.41 28.21+1.74 14.79 £ 0.36 1.36 £ 0.05
Cardo (Raiz) 1.83+£0.20 25.70 £ 3.28 1042 +2.41 1.31+0.04
Bachata (Hojas) 52.98 £ 2.22 379.90+£1.70 290.94 +3.09 6.09 £ 0.22
Bachata (Ramas) 26.12 £ 0.42 200.03 £ 2.36 183.26 £+ 1.04 2.35+0.04
Bachata (Raiz) 15.13+£0.42 66.57 £ 0.77 60.96 £ 2.04 No Detectado
Etcho 4,89 +0.41 45,13 +£1.50 28.98 + 1.26 No Detectado
Musaro 39.42 £1.13 303.89+2.73 156.45 + 12.39 No Detectado

CONCLUSIONES

Las cinco plantas estudiadas mostraron capacidad antioxidante en todas sus partes. El musaro, y las
ramas y hojas de bachata sobresalieron en la composicion de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante. Los flavonoides fueron detectados y cuantificados en hojas y ramas de
bachata y en tallo y raiz de cardo. Las hojas de bachata mostraron el mayor contenido de estos
compuestos.
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CAPITULO 1lI

DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES, ISOTIOCIANATOS TOTALES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE SEMILLAS DE LAS PLANTAS
CRUCIFERAS

Angulo Gallegos, O.E.; Campas Baypoli, O.N.; Cantu Soto, E.U.; Lépez Cervantes, J. y Sdnchez
Machado, D.I.

Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnolédgico de Sonora, Cd.
Obregodn, Sonora. Tel: 64 44 6132 19. O.maR_b@hotmail.com

Palabras claves: capacidad antioxidante, cruciferas, compuestos bioactivos

INTRODUCCION

Los vegetales cruciferos han sido ampliamente aceptados como componentes potenciales en la dieta
gue pueden reducir el riesgo de padecer cancer (Lam et al., 2009). Las propiedades bioactivas que
presentan algunos vegetales, en particular las del género Brassica han sido estudiadas con
detenimiento debido a la gran cantidad de enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo de las
células como el envejecimiento prematuro, las enfermedades degenerativas y el cancer. Estos
vegetales contienen en su composicion moléculas capaces de proteger a la célula de aquellas
moléculas que generan una oxidacién en ellas. Las plantas con mayor cantidad de antioxidantes y
compuestos bioactivos son el brécoli, el rabano, la col morada, el repollo, coles de bruselas, berro y
coliflor, pertenecientes al género Brassicaseae (Taiz & Zeiger, 2002). Los radicales libres son
tipicamente relacionados con la salud, se forman en muchos procesos del cuerpo, por ejemplo por el
metabolismo o por el sistema inmune para atacar virus y bacterias. Sin embargo, existen factores
ambientales como la contaminacién, el cigarrillo y mala alimentacién que aumenta la dosis de
radicales libres que hay en nuestro cuerpo. El cuerpo maneja los radicales libres que se producen de
forma natural, pero si la produccién de los mismos es excesiva, se producen dafios en el cuerpo
(Youngson, 2003). En todas las células que consumen oxigeno, el metabolismo y el estrés oxidativo
generan diversos productos intermedios o subproductos que se conocen como especies reactivas al
oxigeno (ROS). Estos compuestos son esenciales para la produccion de energia, sintesis de
compuestos y la fagocitosis, pero en los ultimos veinte afios se ha demostrado que los ROS pueden
ser los causantes de las enfermedades degenerativas (OMS, 2011).

La gran cantidad de casos de cancer y de enfermedades degenerativas como el Alzheimer y el
envejecimiento prematuro ha generado la busqueda de sustancias, compuestos o moléculas que
ayuden en su prevenciéon y tratamiento. El uso de sustancias bioldgicas que sean efectivas y menos
costosas que un tratamiento quimico, que ademas ofrezca un mejor beneficio es el objetivo de la
biotecnologia. Las cruciferas son plantas caracterizadas por su gran contenido en compuestos
antioxidantes. El manejo de métodos establecidos permite encontrar una diversidad de compuestos
antioxidantes activos que generan la captacion de radicales libres, identificando aquellas que son mas
efectivas para determinadas enfermedades.

32



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Esto es resultado de la
interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y bioldgicos), que producen la
degeneracion de las células con lo que se originan lesiones precancerosas y finalmente tumores
malignos. Dichos tumores suelen estar localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros
organos (metastasis). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimd en 2008 que la principal
causa de muerte en el mundo es el cancer (7.6 millones de casos), localizados en su mayoria en
pulmdn, estémago, higado, colon y mama (OMS, 2011). Los componentes bioactivos de las plantas
cruciferas son sustancias que ayudan a contrarrestar éste tipo de enfermedades del cuerpo humano.
Los vegetales cruciferos contienen en su composicién a los glucosinolatos y éstos a su vez se
hidrolizan a isotiocianatos (ITC), uno de los mas conocidos y estudiados es el sulforafano el cual se
encuentra en el brdcoli y es considerado como un agente preventivo en la formacién de agentes
cancerigenos (Zhang et al., 1992b), de ahi la importancia de informar y de conocer que las dietas
elaboradas con vegetales cruciferos son dietas con alto contenido de ITC los cuales juegan un rol
importante en la prevencion contra el cancer. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
contenido de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de extractos de las semillas de
plantas cruciferas mediante métodos espectrofotométricos, para la estimacién de su potencial
fitoquimico.

METODOLOGIA

Material vegetal

Se utilizaron semillas comerciales de brocoli (Brassica oleracea L. var. itdlica), coliflor (Brassica
oleracea L. var. Botrytis), rdbano (Rhapanus sativus) y repollo (Brassica oleracea var. Viridis) de la
distribuidora “Semillas Garcia” de Ciudad Obregdn, Sonora, México.

Preparacion de extractos

Se pesaron distintas cantidades de semillas en mg (40, 30, 20, 10) por duplicado, previamente
maceradas en un mortero y se colocaron en viales de color ambar. Se les adiciond 5 ml de metanol al
80% y se sonicaron por 5 minutos, después se filtraron en viales ambar, utilizando papel Whatman
#41. Se almacenaron a -10°C.

Determinacion de humedad

Se pesaron 0.5 g de cada semilla por triplicado y se determind su humedad utilizando una
termobalanza (Infrared Moisture Determination Balance, modelo AD-4714 A).

Determinacion del radical DPPH

Se utilizd la metodologia citada por Brand-Williams et al.(1995) con modificaciones para microplaca.
La reaccion se lleva a cabo en la oscuridad. Se afiadid a cada pozo 40 pl de solucién estandar de trolox
o muestra a distintas concentraciones (200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 20 y 10 uM); Después se
anadieron 160 pl de solucion DPPH 120 uM, se mezcld y se dejo reposar por 30 minutos. Se leyé la
absorbancia a 515 nm en un Spectro Star Nano. Se utilizé 200 pl de metanol al 80% como blanco y
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200 pl de DPPH 120 uM como control. Se calculd el % de Inhibicién con la formula % inhibicion = [(Abs
control —Abs muestra) X100]/Abs control].

Determinacion del método ABTS

Se utilizé la metodologia de Re et al. (1999) modificado para micro placa. La reaccién se lleva a cabo
en la oscuridad. Se afiade a un pozo 200 pl de ABTS. Después se afiade 25 pl de muestra o estandares
de distintas concentraciones (5, 10, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 uM) y se permite reaccionar
por 6 minutos. Se lee la absorbancia a 734 nm. Se utilizdé 225 pl de metanol al 80 % como blanco y
225 ul de ABTS como control.

Determinacion de Polifenoles totales

Se utilizd la metodologia descrita por Ainsworth y Gillespie (2007) que maneja el reactivo de Foulin-
Ciocalteu con modificaciones para microplaca. La reaccidn se lleva a cabo en la oscuridad. Se afiade a
un pozo 50 ul de muestra; solucion estandar de acido galico a distintas concentraciones (10, 20, 30,
40, 50, 60, 80, 100 uM). Después se afiade 50 ul del reactivo de Foulin-Ciocalteu 0.5 N y se permite
que reaccione durante 5 minutos. Luego se afiade 100 pl de Na,COsal 5% y se permite reaccionar por
30 minutos. La absorbancia es leida a 760 nm. Se utilizaron 50 pl de H,0 destilada como blanco.

Preparacion de extractos para Isotiocianatos Totales

Se pesaron 500 mg de semillas (brdcoli, coliflor, rabano y repollo) en vasos de precipitado de 25 ml,
se les agregd 2 ml de agua mQ y se incubé a 45 2C+ 2 en una incubadora (Hei- VAP Value de
Heidolph). Se les anadié 5 ml de diclorometano y se sonicaron 1 minuto. Los extractos se reposaron
durante 30 minutos. Posteriormente se filtraron en papel Whatman #41 y se lavaron con 1 ml de
diclorometano. El extracto obtenido se purificé en una columna de carbdn activado, previamente
activada con 3 ml de diclorometano. Los viales se evaporaron a temperatura ambiente y los
isotiocianatos se recuperaron en 5 ml de metanol.

Determinacion de isotiocianatos totales por el ensayo de ciclocondensacién

Se utilizd la metodologia de Zhang et al. (1992a) modificado para microplaca. En un vial Eppendorf
se adicionaron 90 pl del buffer fosfato 20 uM; pH = 8.5 a temperatura ambiente. Después se
anadieron 50 ul de estandar sulforafano o del extracto. Finalmente se afiade 100 pl del reactivo 1,2-
Bencenoditiol y se agitan en vortex para homogenizar. Los viales se incubaron a 65 2C por 2.5 horas,
cerrados herméticamente, evitando la entrada de oxigeno en las muestras. Pasado el tiempo de
incubacion se vacian en la microplaca y se leen a 365 nm. Se utilizan 200 pl del reactivo 1,2-
bencenoditiol como blanco.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de humedad y Sélidos Totales (ST)

El analisis se realizo por triplicado en cada muestra de semilla. Los valores obtenidos varian entre 8 y
10.9 % humedad y en 0.9 -0.91 en ST (tabla 1). Estos valores son similares a los reportados por
Gawrysiak-Witulska (2011) en el cual menciona que en semillas de plantas cruciferas el % de
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humedad se encuentra entre 10 y 15.5. Asi mismo Almeida et al., (2005) reportan un % de humedad
de 6.02% en semillas de un cultivo de Brassica oleracea var. Italica recién recolectadas. El contenido
de humedad en las semillas puede cambiar significativamente con el tiempo después de la etapa de
floracion; también intervienen factores como la cosecha, el almacenamiento y el secado adicional
(Ekpong y Sukprakarn, 2008).

Tabla 1. Porcentaje de humedad y sdélidos totales (ST) en semillas de plantas cruciferas.

Muestra Repeticion % Humedad Sélidos Prom ST
Totales(ST)

Brocoli 1la 8.6 0.914 0.9173
1b 8.0 0.92
1c 8.2 0.918

Coliflor 1la 10.9 0.89 0.9033
1b 10.0 0.90
1c 8.1 0.919

Rabano la 10.0 0.90 0.9026
1b 8.9 0.911
1c 10.3 0.897

Repollo 1la 9.8 0.902 0.9013
1b 10.0 0.90
1c 9.8 0.902

Linealidad

Se realizaron curvas de calibracion para cada método con sus respectivos estandares, obteniendo
coeficientes de correlacién altos con rangos entre 0.9944 a 0.9992 (tabla 2).

Tabla 2. Linealidad de los métodos DPPH, ABTS, CFT e ITC totales.

Método Estandar Rango (ug/mL) Ecuacion de la Coeficiente de
recta correlacién (r?)
DPPH Trolox 10-175 y=0.3517x + 0.9974
18.651
ABTS Trolox 5-250 y =0.3364x + 0.9983
13.206
CFT Acido gélico 20-100 y = 0.0104x + 0.9992
0.0524
ITC totales Acido gélico 13-35 y =0.0171x - 0.9944
0.0779
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determind con las técnicas DPPH y ABTS (tabla 3). Los resultados son
similares en la captaciéon del radical DPPH y ABTS con un rango de 18-28 mg ET/g bs. Posmyk et al.,
(2008) determind la capacidad de captacién del radical ABTS en semillas de repollo y obtuvieron un
valor doblemente mayor que el obtenido en este estudio, esto se debe a la variedad de repollo
utilizada (repollo morado). Babbar et al. (2011), utilizé residuos de coliflor con la técnica DPPH
obteniendo un valor de 9.2 mg, menor que el contenido en la semillas de coliflor.

Tabla 3. Capacidad de captacion de los radicales DPPH y ABTS en extractos de semillas de plantas

crucifera.
Muestra DPPH ABTS
(mg ET/g base seca) (mg ET/g base seca)
Brocoli 28.015 £ 0.06 26.55+0.77
Coliflor 29.53+0.19 22.80+1.12
Rabano 27.345 £ 0.15 18.82 £ 1.58
Repollo 28.05+0.14 27.24+£1.60

*Los resultados muestran el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales (CFT)

Se realizaron dos ensayos con tres repeticiones de cada muestra de semilla (tabla 7). Los resultados
se expresaron en miligramo equivalente de acido galico por gramo en base seca (mg EAG/g bs). Las
semillas de repollo contienen la mayor cantidad de CFT con 5.29 mg EAG/ g bs, seguido por las
semillas de brdcoli con 4.41 mg EAG/g y después el coliflor y el rdbano con 4.22 y 4.05 mg E AG/g bs
respectivamente, estos resultados son similares a los presentados por Okada et al., (2010). Se ha
comprobado que la utilizacion del solvente organico metanol en extracciones de semillas o cascaras
de frutas y vegetales, permite alcanzar los niveles mas altos de compuestos fendlicos totales
(Izquierdo, 2011), mientras que extracciones con etanol y agua, acetona y agua o hexano presentan
menor concentracion de los compuestos, debido a que algunos compuestos fendlicos como los
flavonoides son polares al igual que algunas estructuras glicosidicas y son mas solubles en soluciones
polares como el metanol que en soluciones no polares como el hexano y la acetona (Bocco et al.,
1998). Un estudio realizado por Ahmed et al., (2013) muestra que en la planta de coliflor hervida se
obtuvo un total de 3.76 mg EAG/g. La tabla 4 muestra que se obtienen 4.22 mg EAG/g bs en los
extractos de semilla de coliflor, un valor mayor, demostrandose que las semillas poseen una mayor
cantidad de compuestos fendlicos totales que una planta desarrollada y procesada.
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Tabla 4. Contenido de CFT en semillas de plantas cruciferas.

Muestra Repeticidn Valor Promedio + DS
(mg EAG/g bs)

Brocoli 1la 4.33 4,41 £0.15
1b 4.30
1c 4.59
2a 4.22 4.19 + 0.03
2b 4.20
2c 4.16

Coliflor 1a 4.23 4.22 +0.06
1b 4.15
1c 4.28
2a 3.83 3.84 +0.02
2b 3.86
2c 3.83

Rabano 1la 3.95 4.05 £ 0.08
1b 4.10
1c 4.10
2a 4.56 4,58 +0.11
2b 4.70
2c 4.47

Repollo 1la 5.35 5.29 +0.27
1b 5.53
1c 4.99
2a 3.69 3.87+0.20
2b 4.09
2c 3.83

*Los datos estan expresados como la media + DS de los dos ensayos por triplicado.

Isotiocianatos Totales (ITC)

Los resultados estan en expresados en miligramos equivalentes de sulforafano por gramo en base
seca (mg ESF/g bs). El contenido de isotiocianatos totales varia en cada muestra de 1.28 — 0.65 mg
ESF/g bs (tabla 5). El mayor nivel de isotiocianatos totales se observd en los extractos de semilla de
brécoli con 1.28 mg ESF/g bs. El brdcoli es la principal fuente del isotiocianato sulforafano, su
precursor glucorafanina constituye del 50 al 80% de glucosinolatos totales presentes en este vegetal
(Borowsky et al., 2008).

El contenido de isotiocianatos en la coliflor y el repollo fue de 0.8 y 0.68 mg ESF/g bs cada uno. El
menor contenido, como en los analisis anteriores, se registré en las semillas de rabano con 0.65 mg E
SF/ g bs. Un estudio reportado por Syed et al., (2009) muestra un contenido de isotiocianatos
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en rabano similar comparado con en el presente estudio con un rango de 0.42 a 1.18 mg/g. El
contenido de isotiocianatos totales depende de las condiciones de cultivo, almacenamiento y la
manipulacion del alimento en fresco o semilla (Rangkadilok et al., 2002 y Van et al., 2009), ademas en
su estudio utilizaron un cromatégrafo de gases para la identificacién de los diversos isotiocianatos, el
cual es considerado un método de mayor precision (Skoog et al., 2001).

Tabla 5. Contenido de ITC en semillas de plantas cruciferas.

Muestra Repeticion Valor Promedio * DS
(mg ESF/g bs)

Brocoli la 1.07 1.06 + 0.008
1b 1.06
1c 1.05
2a 1.22 1.28 £0.12
2b 1.42
2c 1.19

Coliflor 1la 0.70 0.80+£0.10
1b 0.79
1c 0.92
2a 0.55 0.57 £0.05
2b 0.63
2c 0.52

Rabano la 0.46 0.51+0.04
1b 0.54
1c 0.53
2a 0.58 0.65 = 0,06
2b 0.69
2c 0.69

Repollo la 0.64 0.68 £ 0.08
1b 0.77
1c 0.61
2a 0.59 0.60 +£0.22
2b 0.84
2c 0.38

*Los datos estan expresados como la media + DS de los dos ensayos por triplicado.

En la figura 1 se puede apreciar los espectros UV de los productos de ciclocondensacion de los
extractos de semillas en plantas cruciferas. La figura indica que se detectaron los compuestos
isotiocianatos con el método de ciclocondensacion. Los isotiocianatos de las cuatros muestras fueron
localizados a una longitud de 365 nm como su espectro maximo de absorcién. El brécoli (rojo) es el
gue presenta la mayor longitud de onda debido a la presencia del isotiocianato sulforafano, ya que
contiene alrededor del 80% de glucorafanina en la planta (Borowsky et al., 2008). El repollo (café)
mostré un rango similar al del brécoli con un pico menor. Se ha encontrado que el alilisotiocianato,
cuyo precursor es la sinigrina es el glucosinolato mas abundante en el repollo blanco (Fuller et al.,
2007). El sulforafeno es el isotiocianato que se encuentra en el rdbano (verde) y en la coliflor (azul) se
ha encontrado también al sulforafano como principal isotiocianato (Ahmed et al., 2013).

38



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

Spectrum

= <X1Brécod>
- X4 Cobfioe
- X5 R0
4 X7 Repolo

SR i

POt 4o
«* - *
S
» P g Gy .
~ »> % . .
B
P P .t
o - S

338 338 340 342 344 348 248 350 352 354

356 358 360 352 364 356 363 370 372 374 376 378 380 382 364 326 388

Wavelength in nm

390 392 394 338 398 400

Figura 1. Espectros UV (Spectro Nano Star) de los productos de ciclocondensacién en extractos de

semillas cruciferas.

CONCLUSIONES

Se logré un comportamiento lineal en los extractos de semillas de plantas cruciferas con la técnica
DPPH, reafirmando que él % de inhibicién es proporcional a la concentracion. Los extractos de
semillas de plantas cruciferas presentaron una elevada capacidad antioxidante y un alto contenido de
compuestos fendlicos totales. El extracto de semillas de brdcoli presenté el mayor contenido de
isotiocianatos totales. Los extractos de semillas de plantas cruciferas son una fuente de compuestos
bioactivos en altas concentraciones.
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CAPITULO IV

FORMULACION DE TORTILLAS DE HARINA, SUPLEMENTADAS CON HOJAS SECAS
DE MORINGA (Moringa oleifera)
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Investigacion en Alimentacion y Desarrollo. Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Cereales.
Carretera a la Victoria, Km. 0.6, Hermosillo, Sonora, México. Tel. 6622892400.
*gperez.tello@itvy.edu.mx

Palabras clave: tortilla, moringa, nutricion.

INTRODUCCION

La desnutricidon es uno de los problemas con mayor relevancia tanto en México, Centroamérica, como
en la region, esto se debe a una dieta pobre de los nutrientes esenciales; este es un problema de
salud, que desde décadas atras lo padecen muchos paises, principalmente de escasos recursos o en
vias de desarrollo (Alfaro y Martinez, 2008; Camou, 1994; Chavez et al., 1994; Ortega y Valencia,
2002; Sanchez, 1988 y Vuong et al., 2002).

En México, las estadisticas de la Encuesta Nacional de Nutricion, llevadas a cabo en 1979, reportaron
54% de los nifos del grupo preescolar con algun grado de desnutricion. En 1996, en la Encuesta
Nacional de Alimentos se menciond la existencia de 42.7% menores de cinco aflos que padecian
desnutriciéon; de éstos, 25.9% presentaron desnutricién leve, 12.7% moderada y 4.2% severa.
Mientras los informes emitidos por la Encuesta Nacional de Nutricion de 1999, del Instituto Nacional
de Salud Publica, refirieron para ese afio un numero de 4'480 100 (25.2%) nifilos menores de cinco
afos con algun grado de desnutricién, de los cuales 800 000 sufrian desnutricion de alto riesgo
(Bourges et al., 2001; Burlingame, 2000; Calderdn de la Barca, 1999; Carrasco, 2008; Castro, 2008 y
Contreras, 2008). Entre 1988 y 2012, las prevalencias de las tres formas de desnutricién en menores
de cinco afios han tenido disminuciones notables. La prevalencia de emaciacion (bajo peso para talla)
y bajo peso disminuyeron a una cuarta parte de las prevalencias de 1988, para alcanzar valores
compatibles con poblaciones sin desnutricion; mientras que la desnutricién crénica (baja talla),
aunque disminuyé a la mitad de la prevalencia de 1988, sigue siendo elevada (13.6%), pues
representa casi 1.5 millones de menores de cinco anos en dicha condicidn (Sanchez y Martinez, 2013
y Sandoval y Meléndez, 2008).}

La desnutricion es una asimilacién deficiente de alimentos por el organismo, que conduce a un estado
patolégico de distintos grados de severidad y variadas manifestaciones clinicas o un estado patolégico
del organismo, que no permite un adecuado aprovechamiento de los nutrientes que son consumidos,
ocasionando un deterioro del cuerpo (Palacios y Roman, 1994; Popkin et al., 2001; Pries, 1996 y
Vuong, 2000). Esta condicidn sitia a esta enfermedad como un estado de deficiencia en el consumo
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de energia o nutrimentos que va a afectar de modo negativo la salud de quien la padece, incluso
puede, segun el grado de afectacién, dejar secuelas permanentes o poner en peligro la vida (Santana
y Meza, 2008; Secretaria de Salud, 2009 y Vaqueiro, 2000).

Por otro lado en investigaciones recientes se ha encontrado una planta con gran cantidad de
nutrientes esenciales en su estructura a la cual se le conoce como moringa (Moringa oleifera) es una
planta de gran interés social (Marcu, 2005). Asimismo, se ha reportado un aporte significativo de
vitaminas hidrosolubles, ademas de minerales en alimentos tradicionales y autécnonos de diversas
partes del mundo que emplean las hojas o extractos de alguna parte de la planta de moringa, para su
elaboracion culinaria (Durning, 1992; Engelberger, 1999; Fediuk et al., 2002; Goering, 1993; Kuhnlein
y Burgess, 1997; Kuhnlein y Chan, 2000 y Puwastien et al., 1999). Una ventaja adicional del consumo
de este vegetal, es el efecto funcional para la salud, ya que se han encontrado aplicaciones curativas
de algunas enfermedades, asi como poder clarificante y desinfectante de aguas para consumo
humano (Castro, 2008; Kuhnlein y Soueida, 1992; Kuhnlein, 2000; Kuhnlein, 2001 y Kuhnlein et al.,
2002). Durante este estudio, al producto de la formulacidén aceptada se le realizé un andlisis quimico
proximal y se compararon los datos con los de las bibliografias existentes dando esto como resultado
un aumento en cuanto a proteina y fibra dietaria (Liu et al., 2012 y Moyo et al., 2011). Se pretende
que los resultados sirvan como base para explorar el uso de este extracto vegetal a otras areas de uso
agroindustrial o formulacion de alimentos en zonas marginadas del Sur de Sonora.

METODOLOGIA

Se recolectaron hojas tiernas del arbol de moringa en los huertos del FAI-SON (Fundacién de Apoyo
Infantil Sonora, IAP) en la Colonia Severo Girén en Cd. Obregdn, Son., asi como de plantaciones del
CBTA (Centro de Bachillerato Tecnoldgico Agropecuario) No. 97 de Providencia, Sonora. Las hojas se
guardaron en bolsas de polietileno para ser transportadas y almacenadas en el laboratorio de analisis
de alimentos del Instituto Tecnoldgico de del Valle del Yaqui (ITVY), a temperatura ambiente.Las hojas
fueron secadas en el horno a temperatura de 60-702C por 3-5 horas, de acuerdo al nUmero y tamafio
de las mismas. Una vez secas, son trituradas en el mortero de manera manual luego fueron tamizadas
a través de una malla No. 40. El polvo resultante fue almacenado en frascos de vidrio, secos y
limpios.Se realizd el producto de acuerdo a las recetas tradicionales, a las cuales se les fueron
modificando los ingredientes de acuerdo a las caracteristicas sensoriales que éstas presentaban,
hasta lograr un buen sabor y una buena textura. Posteriormente a esta formulacién previamente
aceptada se le afadid polvo de hoja de moringa en las concentraciones de 1 y 5% del total de los
ingredientes para elaborar la masa de la preparacion de tortillas.

Se elaboraron los productos con harina de trigo integral y con harina blanca, misma cantidad de sal,
manteca, agua; donde la Unica variante fue la cantidad del polvo de la hoja de moringa. De las
anteriormente mencionadas se selecciond la mejor de acuerdo a las caracteristicas que estas
presentaban. Todo ello se llevd a cabo en el laboratorio de analisis de alimentos del ITVY vy se realizd
una prueba sensorial preliminar.

Una vez obtenida la formulacidn se prepard la masa de manera manual; se anadiron los ingredientes
uno a uno a una bandeja, se agregd agua hervida, mezclando y amasando los ingredientes por 10
minutos, enseguida se cortd la masa en raciones de 40g aproximadamente, dando forma de bolas,
las cuales se dejaron reposar 30 minutos dentro de una bolsa de polietileno para luego ser
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extendidas en una tabla plana con la ayuda de un rodillo de madera. Las tortillas son cocidas en un
comal previamente calentado; se enfriaron y se empacaron en bolsas de polietileno etiquetadas con
el nombre de producto, porcentaje de moringa y fecha. Una parte del lote se refrigeré para los
analisis posteriores y otra parte, se utilizd para realizar andlisis microbiolédgicos de vigilancia durante
una semana de almacenamiento a temperatura ambiente, simulando su estancia en las tiendas de
abarrotes y supermercados. Las pruebas microbioldgicas fueron las sefialadas por las normas Oficiales
Mexicanas para alimentos procesados, como se mencionan en parrafos posteriores.

Con los resultados obtenidos se realizé una prueba por ordenamiento heddnico con 65 jueces no
entrenados, con el fin de obtener la combinacidon mas aceptada de cuatro caracteristicas sensoriales
de color, sabor, olor y textura, esto con el fin de valorar la aceptacion (figura 1).

Se realizd un analisis quimico proximal a las formulaciones seleccionadas sensorialmente, utilizando
las metodologia propuestas por la AOAC (AOAC, 2000), mientras que para el analisis de fibra dietaria,
se utilizé la propuesta por Prosky y col. (Prusky et al., 1992) en base al método establecido por la
AOAC 985, 29 (Kuhnlein y Pelto, 1997 y Khunlein y Receveur, 1996). El ensayo determina el contenido
de fibra dietética total en los alimentos mediante una combinacién de métodos gravimétricos y
enzimaticos. Las muestras secas y desgrasadas son enzimaticamente digeridas con alfa amilasa
estable al calor y después con proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidén
presente en la muestra. Se agregd etanol para precipitar la fraccion de la fibra soluble. El residuo es
después filtrado, lavado con etanol y acetona, secado y pesado. La mitad de las muestras fueron
analizadas para proteina y el resto de las cenizas. La fibra dietética de cada una de las fracciones es el
peso del residuo menos el peso de la proteina y el peso de la ceniza. Esta determinacién se realizd
utilizando un kit comercial enzimatica (Sigma, TDF-100A /TDF-C10). Este analisis se efectto en el
Laboratorio de Analisis Generales del DIPA de la Universidad de Sonora, en la Cd. de Hermosillo, Son.
Los analisis microbioldgicos se basaron a lo estipulado en las NOM-092-SSA1-1994 y NOM-111-SSA1-
1994 para mesofilicos aerobios y hogos y levaduras, respectivamente.

Para la determinacion de precio de venta (PV), se realizd en base al criterio sugerido por De Coster y
col., (De Coster, 1985), considerando los Costos de Produccién (CP), Costos de Materias Primas /CMP)
y Margen de Contribucion (MC). El margen de utilidad fue fijado en un limite de 25 %; valor sugerido
para productos alimenticios considerando que este producto es de consumo inmediato con una vida
en la tienda maximo de una semana.

Se realizé un disefio completamente al azar para cada formulacion experimental. Se realizé un analisis

de varianza para los datos obtenidos y con una significancia de 5%. Se aplicé la prueba de Tukey para
comparaciéon de medias al mismo nivel de significancia.
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ITVY

ANALISIS SENSORIAL DE TORTILLA INTEGRAL

SEXO FECHA

1.- DE LAS SIGUIENTES 2 MUESTRAS, CALIFICA DE MANERA GLOBAL TU PREFERENCIA EN UNA ESCALA DEL 1 AL 10.

MTRA2873 MTRA7435

2.-¢USTED COMPRARIA ESTE PRODUCTO SI SE ENCONTRARA EN EL MERCADO?

S| NO

3.- CONSUMO DE TORTILLA DE HARINA INTEGRAL.

2 A 3 VECES POR SEMANA

CADA SAMANA CADA MES OCASIONALMENTE NUNCA

4.- EN UNA ESCALA DEL 1 AL 10, CALIFICA LOS SIGUIENTES ATRIBUTOS SENSORIALES DE LAS MUESTRAS ANTERIORES

MTRA. 2873 MTRA. 7435
COLOR COLOR

SABOR SABOR

TEXTURA TEXTURA

AROMA AROMA

GRACIAS POR SU COOPERACION!!

Figura 1. Cuestionario utilizado para la prueba sensorial por ordenamiento hedoénico final

RESULTADOS Y DISCUSION
Después de realizar varias formulaciones para tortillas de harina de trigo integral enriquecidas con el

polvo de las hojas de la planta de moringa (Moringa oleifera); se selecciond la que contaba con 50%
de harina de trigo blanca, 50% de harina de trigo integral y el 1% del polvo de la hoja de la planta de
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moringa. Esta fue la formulacion mas aceptable que se obtuvo luego de varios experimentos
preliminares; en la cual no se noté cambio en cuanto a los atributos sensoriales de la receta original;
siendo casi imperceptible la moringa.

La receta utilizada en este estudio, es la tradicional de la regidon, modificada al adicionar el 1% del
total de la masa con el polvo de la hoja de moringa, lo cual no cambia sabor ni olor, pero si color
aunque de una forma aceptable al consumidor final, siendo éste un poco mas obscuro que el del
producto original.

La tabla 1 presenta los resultados del analisis quimico proximal realizado a la formulacidn aceptada
de las tortillas de harina integral enriquecidas con hojas de moringa, asi como los resultados de la

muestra sin moringa y los resultados de hojas de la moringa.

Tabla 1. Resultados del analisis quimico proximal (g/100g alimento).

COMPONENTE
MUESTRA PROTEINA | EXTRACTO HUMEDAD CENIZAS EXTRACTO FIBRA
CRUDA ETEREO LIBRE DE DIETARIA
NITROGENO
HOJA

SECADE | 29.30+1.52 | 2.3+0.005 7.5+0.002 | 2.4+0.001 | 19.60+0.85 | 38.9%0.26
MORINGA

TORTILLA
CON . . 43+0.006*
VORINGA | 8:74£0.201% | 19.20£0.623 | 13.04£0.009 | 0.87+0.003* | 49.72+1.25 8.43+0.006
(1%)

TORTILLA
SIN 5.13+0.005 | 19.44+0.871 | 18.73+0.076* | 0.31+0.001 | 52.88+3.42 | 3.51%0.012
MORINGA

*Diferencia significativa (p<0.05)

Los resultados obtenidos en el analisis quimico proximal, muestra un incremento del 3.6 % de
proteina cruda en las formulaciones de tortillas suplementadas con 1 % de hojas secas de moringa,
con respecto a una tortilla sin este ingrediente. Este valor es estadisticamente diferente y revela que
a pesar de ser un valor pequefio de moringa, su efecto es observable en el producto final. Un valor de
mas del 1%, incluyendo un limite de 5%, tiene un efecto adverso en la apariencia y sabor de la tortilla
elaborada; razon por la cual, esta ultima formulacion no fue aceptada por los jueces evaluadores
(Bourges et al., 2001).

Por otra parte, el andlisis microbiolégico realizado al producto final mostré pruebas negativas de
crecimiento en el contenido de microorganismos mesofilicos aerobios presentes en la muestra asi
como el contenido de hongos y levaduras (tabla 2). Estos resultados muestran que el producto
elaborado experimentalmente, es inocuo para la salud humana, al menos en los 7 dias posteriores a
su elaboracién, intervalo en el que fue evaluado cada tercer dia. Hay que considerar que no se
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anadieron conservadores quimicos para alargar su vida util. Los andlisis se realizaron en muestras de
tortillas almacenadas a temperatura ambiente (30+3°C ) por triplicado, de acuerdo a lo sefialado
anteriormente para las Normas Oficiales Mexicanas en la cuantificaciéon de mesofilicos aerobios,
hongos y levaduras.

Tabla 2. Andlisis microbioldgico de tortilla de harina integral con 1% de hojas secas de moringa.

Anilisis Muestra
Tortilla 1% Moringa Testigol Testigo2
Mesdfilas aerobios (-) () (-)
Hongos y levaduras (-) () (-)

(-) Prueba negativa; (+) Prueba positiva

De acuerdo a los resultados obtenidos, el producto elaborado fue de buena calidad microbiolégica, al
no manifestarse la presencia de los microorganismos analizados. Por lo tanto, se infiere una
elaboracion aséptica del producto final.

Respecto a la evaluacion sensorial realizada, los valores de la formulacién al 1% con moringa,
mostraron resultados promedio de 8.7 para el sabor, 8.5 para color, 8.2 para textura de 8.2 y 8.6 para
aroma. En comparacion, la formulacidén al 5% de moringa, mostrd los siguientes resultados: en
promedio: sabor: 7.9; color: 8.0; textura: 7.2 y aroma: 7.3 (figura 2). Estos datos no son
estadisticamente diferentes para ambas formulaciones (p<0.05).
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Figura 2. Resultados de la evaluacidn sensorial por preferencia hedénica (calificaciones de 1 al 10)
de tortillas adicionadas con moringa 5% y moringa 1%; evaluando: sabor, color, texturay
roma.

Un problema de aceptacion en las tortillas elaboradas, fue el color verde proporcionado por la adiciéon
de hojas secas de moringa. Dicho color es semejante al observado en productos a base de nopal,
razon por la cual el producto es confundido con este ingrediente vegetal a pesar de la incorporacién
de harina integral de trigo y posteriormente, de harina normal o blanca de este cereal, el color no
vario significativamente a simple vista (Palacios y Roman, 1994 y Popkin et al., 2001). La figura 3,
muestra imagenes del cocimiento en comal de las tortillas elaboradas a nivel laboratorio.

Figura 3. Cocimiento de tortillas enriquecidas con hojas de moringa al 1% en el laboratorio.
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Respecto al precio de venta (PV) obtenido, éste fue de $9.60 pesos por paquete de 400g con 10
tortillas. Considerando el porcentaje de inflacion promedio nacional, se considera un valor accesible a
la mayoria de la poblacién rural y de bajos ingresos en el Valle del Yaqui (tabla 3). Cabe sefialar que
este producto podria servir como proyecto productivo comunitario para generar empleos en estas
regiones del estado, incidiendo en la mejora econémica de la misma y mejorando la ingesta de
proteinas de buena calidad, en la dieta diaria de sus pobladores. Los habitos alimenticios serian
determinantes en la aceptacion de este producto; por lo que seria necesaria una culturizacion y
capacitacion en las diferentes comunidades marginadas, para lograr su comercializacion exitosa y su
posterior consumo.

Tabla 3. Costos de Produccion (CP) y Precio de Venta (PV) del producto final.

Sueldo de empleados y renta

Diario Mensual Total mensual
Salario minimo de 2 $51/persona $1530/persona $3060
empleados
Gastos por servicios S 880

Total de CP $3940

Considerando una produccion de 1140 paquetes al mes, el CP seria de $3940.00, y el CP por
paquete seria de $3.45.

Costos Variables (CV):
CV=CMP+CP CV=$5.93+ $3.45
CV =$9.38
Donde:
CMP: Costos por materia prima
CP: Costo de produccion

Considerando un margen de contribucion (MC) del 25%:

MC= (CV)(0.25) MC= ( $ 9.38)(0.25)
MC= $ 2.34

Entonces PV =CV/(1-MC/100)  PV=($ 9.38)(1- $ 2.34/100)

PV=$9.60/paquete de 400g

De acuerdo a encuestas realizadas en 3 poblados de la regién sur del Valle del Yaqui, se estimé que al
menos un 90% de la poblacion, puede adquirir el paquete de tortillas mencionado. Otro punto de
importancia seria la elaboracién del producto para el consumo familiar debido a que ésta, no implica
la inversion elevada de insumos para su produccién; ni complicacién para ser elaborados de la
manera mas rudimentaria. Su manufactura artesanal y en familia, serviria inclusive, como una fuente
de ingresos adicional, si se vende entre la comunidad en que se habite. Es decir, la comercializacion
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del producto debido a la demanda del mismo y en relacién al costo por produccion, se considera
como un proyecto factible para su establecimiento como empresa comunitaria y socializante para las
comunidades marginadas o empobrecidas de la region.

La vida de anaquel en condiciones ambientales fue satisfactoria en promedio de 7 dias, considerando
un empaque de polietileno de baja densidad y en condiciones de humedad entre 30-50% HR. Este
resultado podria ser alterado, considerando que las condiciones climaticas en el Valle del Yaqui,
especificamente en comunidades pequefias cercanas a canales de riego, muestran elevados valores
de humedad y posible contaminacién microbiana al aumentar la temperatura en los meses de
primavera y verano. El estudio se desarrolld en los meses de agosto a diciembre de 2012, existiendo
una media de 32.3 °C en estos meses y un promedio de humedad relativa de 45.3 %. Los meses mas
problematicos en cuanto a temperatura se refiere, fueron julio y agosto. Aun asi, los empaques de
tortillas con moringa, mostraron resultados negativos en crecimiento microbiano. Esto puede
atribuirse a la alta concentracion de fibra en la harina integral de trigo y la relativa baja cantidad de
agua disponible para reacciones quimicas y crecimiento microbiano.

CONCLUSIONES

De acuerdo al andlisis sensorial por preferencia heddnica entre 65 jueces no entrenados, se
selecciond la formulacion con 1 % de polvo de hojas de moringa y con partes iguales de harina blanca
y harina integral. El valor proteinico de la formulacion final seleccionada, fue de 8.74 %, en
comparacién con un 5.1 % de tortilla comercial integral de trigo.El contenido de fibra dietaria en
tortillas con 1 % de moringa, tuvo un incremento del 4.9 %, en comparacién con las tortillas sin
moringa. Dato significativo para mejorar la ingesta de fibra entre la poblacién rural. El analisis
microbioldgico en base a mesofilicos aerobios, hongos y levaduras, fue negativo, por lo que cumple
satisfactoriamente los requerimientos de inocuidad microbioldgica para alimentos procesados.El
precio de venta por paquete de 400g en presentacidon de 10 tortillas, fue de $9.60, el cual se
encuentra accesible para la mayor parte de la poblacidn incluyendo a los mas vulnerables de la
region.
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CAPITULO V

EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE UN PRODUCTO BIORRACIONAL Y UN
INSECTICIDA CONVENCIONAL SOBRE MOSCA BLANCA (Bemisia tabaci) EN EL
CULTIVO DE SOYA EN EL VALLE DEL YAQUI

Renddn Bojorquez, L.E.; Martinez Carrillo, J.L. y Gutiérrez Coronado, M.A.*

Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnolégico de Sonora, 5 de
Febrero 818 sur, Colonia Centro. Ciudad Obregdn, Sonora México.

Palabras clave: biorracional, plaga, convencional.

INTRODUCCION

La mosca blanca (Bemisia tabaci) (Hemiptera: Aleyrodidae), es una plaga polifaga, cosmopolita y de
gran relevancia mundial sobre todo como vector de virus en numerosos cultivos. Este insecto esta
incluido en la posicion 100 de las especies exdticas invasoras mas dafiinas del mundo, segun la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Lowe et al., 2000).

Pertenecen a la familia Aleyrodidae, e incluyen un gran grupo de insectos con mas de 1.200 especies,
algunos son plagas agricolas importantes de varios cultivos (Servin et al., 2001), transmite virus de
plantas extremadamente dafiinos, y el proceso de alimentacién de las ninfas y adultos inducen
desordenes de crecimiento irregular en forma sistémica en los cultivos (Murillo y Martinez, 2006).

Tanto ninfas como adultos causan dafio directo a la planta, al succionar la savia rica principalmente
en aminoacidos y azUcares, asi como por la secrecion de melaza que propicia el desarrollo de hongos
como fumagina (Capnodium elaeophilum) que dificulta la fotosintesis y disminuye el vigor del
hospedero, sin embargo, el dafio mas severo lo causan como vectores de virus (Ortega, 2008). Estos
insectos fitéfagos, con habitos chupadores, se localizan en el envés de las hojas de las plantas
hospederas (Ortega, 1992).

Desde 1991, la mosca blanca ha sido un serio problema de diversos cultivos en el Noroeste de
México. Entre los cultivos mas afectados estan: algodonero; diferentes hortalizas como las
cucurbitaceas en general; asi como el ajonjoli y la soya. En 1994, el Norte de Sinaloa sufrid dafios
severos por esta plaga en los cultivos de tomate de cascara, papa, tomate, calabaza vy, sobre todo, en
soya, cultivo del que se rastrearon 5 mil 664 hectareas (ha), de 45 mil 329 establecidas, por el dafio
provocado por mosca blanca como insecto fitdfago (Cortez et al., 2005).

En 1997, en el Sur de Sonora, como consecuencia del riesgo que significaba su elevada presencia
poblacional, se optd por no establecer el cultivo, sélo se establecieron 20 ha con propdsitos

experimentales (Grundy et.al., 2000).

A partir de 1999, con la creacién de grupos de seguimiento para la campana contra la mosca blanca a
nivel regional (Pacheco, 1998) y con el establecimiento de diferentes medidas para reducir el riesgo
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de altas poblaciones del insecto plaga, fue posible reanudar la explotacién de la soya en condiciones
de produccion practicamente “normales” en cuanto al ataque del hemiptero mencionado.

En el Valle del Yaqui, Sonora, se detectd desde el inicio del afio 2005, que las poblaciones de mosca
blanca eran muy superiores a las observadas en afios anteriores, en las trampas amarillas colocadas
en todo el valle para el monitoreo de la plaga. Estos datos se hicieron del conocimiento de los
productores, indicando que se podrian presentar problemas serios en algodonero y otros cultivos que
se tenian establecidos en el Valle del Yaqui, como de hecho ocurrié (Martinez y Pacheco, 2005).

Debido a los serios dafos sufridos en diversos cultivos en Sonora, en ese afio, se decidid establecer
una estrategia de manejo de mosca blanca que permitiera reducir las poblaciones de la plaga y hacer
costeable la produccidn agricola regional mediante un manejo integrado de plagas y uso racional de
plaguicidas con el objetivo de mitigar los brotes de mosquita blanca y mantener la produccion
agricola rentable en la regién (Martinez y Pacheco, 2005).

Generalmente cuando se tiene un problema de plagas se recurre al uso indiscriminado de plaguicidas,
siendo ésta, la estrategia mas comun en la agricultura para su control, debido a su rapida accidn,
amplio espectro y persistencia en el entorno; lo que a su vez ocasiona serios dafios al medio
ambiente, la salud de los trabajadores expuestos a estos productos y la poblacién de las zonas
urbanas hasta donde llegan por acarreo estos productos. Debido a lo antes mencionado, se hace
necesario buscar alternativas de control de plagas que sean compatibles con el manejo integrado y
tiendan a reducir los problemas ocasionados por los insecticidas convencionales.

Aun cuando el empleo de insecticidas quimicos convencionales para el control de insectos plagas se
considera hasta hoy, como el método mas efectivo para mantener las poblaciones a niveles no
perjudiciales, actualmente su uso resulta impractico, debido, entre otras razones, al desarrollo de
poblaciones resistentes, a la presencia de residuos inherentes a su uso y a las fuertes restricciones
comerciales que prevalecen (Morales et al., 2006).

El proceso de resistencia es el principal responsable de la “necesidad” de incrementar
continuamente la cantidad de quimicos, siendo la accion mdas comoda para mantener bajo control a
determinada plaga, sin embargo, el abuso en la utilizacién de estos productos, ha provocado la
resistencia en los insectos con lo que ha sido necesario el empleo de dosis cada vez mayores,
incrementandose asi los efectos negativos para el medio ambiente y los riesgos para la salud humana
(Whalom y Norris, 1999).

Lo anterior representa la parte fundamental de un circulo vicioso, que en innumerables ocasiones ha
llevado al abandono de cultivos en diversas regiones agricolas, por el incremento exponencial de los
costos del combate quimico. Desafortunadamente el problema de la resistencia no se puede evitar, y
menos en poblaciones que presentan ciclos tan cortos, como es el caso de B. tabaci.

El control quimico con insecticidas convencionales no ha sido una solucién a la problematica
ocasionada por esta plaga, a pesar de que ha ayudado a reducirla cuando se aplica en combinacién
con otras estrategias de manejo, como fecha de siembra oportuna, rotaciones con gramineas,
variedades tolerantes y control biolégico (Martinez, 1994).
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Una alternativa al uso de los insecticidas quimicos convencionales utilizados para el combate de
plagas, son los insecticidas biorracionales, los cuales son sustancias activas derivados de
microorganismos, plantas o minerales; también son moléculas sintéticas y andlogas a las naturales,
gue se caracterizan por tener algun efecto favorable en las plantas en las que se usan y un efecto
desfavorable en insectos plaga y patdgenos que causan enfermedades (insecticida, repelente,
disuasivo, inhibicién, retardo en el desarrollo) (Eiras y Resende, 2009). Pero invariablemente no
deben tener toxicidad en humanos y otros vertebrados, ademas de un reducido o nulo impacto en la
fauna benéfica presente en los cultivos.

La soya es un cultivo de gran importancia a nivel mundial; desafortunadamente en el Valle del Yaqui,
la mosca blanca Bemisia tabaci Biotipo B, causoé la practica eliminacion de soya dentro del patron de
cultivos en 2005, debido a los serios dafios ocasionados a este cultivo.

Actualmente se ha incrementado la superficie de siembra, en parte por la estrategia de manejo
establecida en la region, los precios en el mercado internacional y la captacién de agua que se tiene
en las presas de esta region. Durante el ciclo 2015, se establecieron en el Valle del Yaqui 24,737
hectdreas de este cultivo.

Aunque la mosca blanca se encuentra en densidades bajas sigue representando un problema
potencial para este y otros cultivos en la regiéon. El combate de esta y otras plagas que atacan la soya
aumentan los costos de produccion debido a la aplicacién de productos fitosanitarios como son los
insecticidas, fungicidas y herbicidas principalmente.

El endosulfan es un insecticida y acaricida organoclorado de amplio espectro para el control de
plagas agricolas en una variedad de cultivos, que actua por contacto e ingestion, se compone de dos
isomeros estereoquimicos, a—endosulfan y f—endosulfan en concentraciones aproximadas de 70 % y
30 %, respectivamente. La OMS lo clasifica como moderadamente peligroso (II) y la EPA como
altamente toéxico (I); también posee efectos tdxicos crénicos y es un disruptor endocrino. Tiene una
alta persistencia ambiental, extremadamente persistente en suelo y una bioacumulacion alta (Ivens,
1991).

Es uno de los productos que ha sido mas ampliamente utilizado en México, especialmente en la
region del noroeste, para el control de mosca blanca. Este producto tiene un costo relativamente bajo
en comparacién con otros productos sintéticos convencionales y es considerado como un producto
"amistoso” a los insectos benéficos (Stevensen, 1993). Teniendo en cuenta esta creencia, este
insecticida se ha utilizado generalmente sin restriccién.

Debido a las graves consecuencias que trae consigo la utilizacion de endosulfan para la salud de las
personas, fauna benéfica, vida silvestre y para la conservacion de la calidad de recursos como agua,
suelo, aire, actualmente varios paises han retirado de su mercado el endosulfan por las distintas
amenazas que representa para la salud y el ambiente

Afortunadamente a través de los anos se han investigado distintas posibilidades para solucionar el
problema y una de las alternativas mas factibles ha sido la creacién de insecticidas organicos que han
tomado importancia debido a su efectividad, a su poca contaminacién del ambiente, a la facilidad de
su preparacién y a su bajo costo (Gispert, 2001).

57



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

Los productos biorracionales se utilizan en el control de plagas debido a que sus principios activos
tienen el efecto de repeler o matar a los insectos plaga, los extractos vegetales constituyen una
opcion, ya que no causan dafio al ambiente.

El BioDie® es un producto a base de Argemonina 3.5 % + Berberina 2.20 % + Ricinina 2.8 % vy
Alfaterthienil 3.5 %; también contiene aceite vegetal. Es un insecticida orgdnico en forma de
suspension acuosa; la accion insecticida se ejerce a través de un grupo de componentes organicos con
diferentes modos de accion, por lo que se evita la resistencia cruzada con insecticidas. Esta
recomendado para el control de larvas, ninfas y adultos, en cualquier instar, de insectos que se
alimentan succionando savia o liquidos celulares, asi como de aquellos que dafian tejidos y defolian
las plantas, traspasa facilmente la cuticula de los insectos afectando el sistema nervioso central y
periférico, ocasionando convulsiones, tetanizacién de musculos y muerte del insecto. Presenta efecto
de knock down que hace que el insecto apenas entre en contacto con el producto, deje de
alimentarse y se paralice (Ultraquimia, 2009).

Debido a lo anteriormente mencionado, este estudio tuvo como objetivo evaluar la efectividad
biolégica de dos insecticidas, uno biorracional y otro convencional a nivel semicomercial.
Determinando el impacto de productos a base de extractos organicos como es el BioDie® como una
opcidn agrondmica eficiente para el manejo integrado de plagas y el control de mosca blanca en el
cultivo de soya.

METODOLOGIA

Para observar la efectividad bioldgica de los tratamientos insecticidas contra mosca blanca B. tabaci
biotipo B, se establecié una parcela demostrativa en el Block 1408 del Valle del Yaqui, coordenadas
27°16°49.32 y 109°56°00.60°° a 28 msnm. Este predio estd ubicado cerca de la comunidad de
Quetchehueca, Sonora.

El cultivo que se seleccioné fue soya de la variedad Suaqui, con fecha de siembra del 16 de mayo de
2014 y manejo agrondmico general del productor cooperante. Las parcelas demostrativas fueron
divididas con tratamientos en franjas, constando con una superficie de media hectdrea cada una de
ellas.

Los tratamientos fueron aplicados en estas parcelas y los muestreos se realizaron a lo largo de ellas.
Los tratamientos que se evaluaron fueron 2 insecticidas, un producto biorracional, BioDie® 2 L/ha y
un organico sintético Veldosulfan 35 CE® (Endosulfan) 2 L/ha. Ademas se dejé una franja sin
aplicacién como testigo absoluto. El disefio experimental utilizado fue jerarquico o anidado.

Se realizaron dos aplicaciones de insecticidas, con un intervalo de cinco dias entre ellas, estas se
llevaron a cabo con una aspersora colocada en un tractor, aplicando 400 litros de solucidon por
hectarea. El agua utilizada se prepard con INEX-A® el cual es un surfactante no idnico con un amplio
poder de humectacién (penetraciéon) y dispersidn, que sirve como coadyuvante en las aplicaciones de
agroquimicos en general. Se buscé obtener una solucidon con un pH de 6.3 a 7.0 en el insecticida
biorracional y 5.3 en el tratamiento con el insecticida orgdnico sintético.
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Para realizar la aplicacion primero se calibré el equipo de aspersiéon y la velocidad del tractor, para
determinar el volumen de mezcla a aplicar en cada una de las franjas para cada tratamiento. Se reviso
gue el equipo estuviera completo, en buen estado y bien montado sobre tractor, se llené con agua el
tanque, las mangueras y el aguilon; se inicid la aspersién con una presién baja y se aumenté
gradualmente hasta que los abanicos de aspersién lograron entrecruzarse y lograr el objetivo de un
buen cubrimiento del follaje de las plantas tratadas.

Se revisod que todas las boquillas estuvieran a la misma distancia una de otra en el aguilén, tuvieran el
mismo gasto y angulo de aspersién de aproximadamente 102 respecto al aguilén. Se midiod el tiempo
qgue empled el tractor en recorrer 100 metros, en el mismo predio donde se encontraba el cultivo,
ajustando la velocidad entre 4 y 6 kildmetros por hora. Esta operacidn se repitid tres veces, para asi
determinar el tiempo promedio empleado y lograr una buena calibracion del equipo. La cantidad de
solucién aplicada resulté ser de 400 litros por hectarea.

Antes de agregar los insecticidas al agua que se usé en la mezcla de aspersion, se verifico la calidad de
ésta, revisando su alcalinidad, utilizando un potenciémetro de la marca Hanna Instruments con
lecturas de pH y conductividad eléctrica. Finalmente, se agregaron los componentes de la mezcla al
depdsito y cuando se encontré homogénea, se procedié a realizar de nuevo una estimacion del pH,
para luego proceder a la aspersidon del insecticida, tomando en cuenta las debidas precauciones de
proteccién y utilizando el equipo adecuado recomendado para la aplicacion de insecticidas (overol,
mascarilla y guantes, principalmente).

Varios métodos de muestreo para el género Bemisia han sido implementados para propdsitos de
investigacion y manejo en cultivos afectados por esta plaga. En la presente investigacion se utilizo el
método de muestreo mediante inspeccion de hojas, este tipo de muestreo consiste en la inspeccién
visual de las hojas de un determinado cultivo y permite un conteo absoluto de esta plaga. Debido a
qgue los huevecillos y ninfas de mosca blanca son sésiles, este es el Unico método de muestreo
disponible para estimar densidades poblacionales de estados inmaduros, sin embargo, también
puede ser utilizado para adultos, en investigaciones donde se requiera un alto grado de precisién.

Los muestreos consistieron en contar el nimero de adultos de mosca blanca presentes en el trifolio
medio de 100 hojas de la parte superior de la planta de soya en cuatro puntos a lo largo de la franja y
para las ninfas se recolectaron 50 trifolios de la parte media baja de la planta en cuatro puntos al
igual que para adultos, para contabilizar ninfas por medio de lupa estereoscépica en el laboratorio. Se
realizé un muestreo previo a la primera aplicacion y a los 3 y 5 dias después, luego se aplicé de nuevo
y se llevaron a cabo muestreos a los 3, 5, y 7 dias después de esta segunda aplicacién.

Los datos de cada uno de los muestreos se analizaron estadisticamente a través de un andlisis de
varianza para determinar diferencias significativas en las densidades de adultos y ninfas de B. tabaci
entre tratamientos y en caso de existir diferencias significativas se realizd la comparacion de medias
de tratamiento por la prueba de Tukey (P <0.05), (Statgraphics 7).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de la evaluacién contra adultos de mosca blanca en el Valle del Yaqui, Sonora se muestran
en la tabla 1. Las poblaciones al inicio de la evaluacion fueron altas con promedio de 19.06 adultos
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por trifolio en los tres tratamientos. En el tratamiento con endosulfan se detectaron 19.60 adultos
por trifolio y para el tratamiento con el insecticida BioDie® 18.60 adultos por trifolio y 18.99 en el
testigo sin aplicacion.

Posterior a la primera aplicaciéon las poblaciones se redujeron considerablemente en todos los
tratamientos incluyendo al testigo, esto en parte se debié a que se presentaron lluvias y vientos
fuertes durante el desarrollo del experimento.

El muestreo realizado tres dias después de la primera aplicacion indicd una reduccién de la poblacién
en todos los tratamientos en comparacion al muestreo previo. El analisis de varianza resultd en
diferencia significativa entre tratamientos y la comparacion de medias sefiald que el tratamiento
testigo fue diferente de los otros dos tratamientos (tabla 1).

A los cinco dias después de la primera aplicacién el andlisis de varianza indicé diferencia significativa
entre tratamientos, y en la comparacion de medias resultd que el tratamiento con BioDie® tenia la
mas baja densidad de poblacién de adultos de mosca blanca (tabla 1).

Los datos de muestreo a los tres dias después de la segunda aplicacion no mostraron diferencia
significativa entre los tratamientos. Sin embargo la densidad de poblacién se mantenia mas alta en el
tratamiento testigo.

En el muestro realizado a los cinco dias después de la segunda aplicacion el analisis de varianza indicé
diferencia significativa entre tratamientos siendo diferente el testigo a los tratamientos con
insecticida (tabla 1).

El andlisis de varianza para los datos del muestreo realizado siete dias después de la segunda
aplicacién, indicé diferencia significativa entre tratamientos siendo el testigo el de mayor media
poblacional (tabla 1).

El promedio general de los cinco muestreos posteriores a las dos aplicaciones realizadas no muestra
diferencia significativa entre los tratamientos incluyendo al testigo sin aplicacién. Sin embargo la
reduccion en la densidad de la poblacion de mosca blanca fue notable ya que del promedio
encontrado en el muestreo previo (19.06) se redujo a un promedio de 2.7 adultos por trifolio. Esto
representa el 86.08 % de reduccién de la poblacién. En general todos los muestreos indicaron mayor
numero de adultos de mosca blanca en el tratamiento testigo.

El insecticida BioDie® ha sido utilizado para el control de insectos chupadores, al respecto se reporta
en un estudio realizado en el cultivo de limén persa en el Estado de Veracruz., que la eficiencia del
insecticida botdnico BioDie® para controlar adultos de D. citri fue del 58 % al 95 %, cuando se usé una
dosis de 1.0 L-ha™; lo que se asemeja a los datos encontrados en las evaluaciones del producto en
esta investigacién (Diaz, 2008).

El producto biorracional BioDie® en el 2007 con aplicaciones de 1.5 L-ha™ obtuvo un control sobre
mosca blanca de un 60 % de efectividad en la primera evaluacién, sin embargo en las siguientes
evaluaciones de 2.0 L-ha™ obtuvieron niveles de control del 80 %, resultado que se asemeja al de la
presente investigacion. En el 2008, identificaron que BioDie® a 1.5 y 2.0 L-ha™ controld adultos de
paratrioza (Bactericera cockerelli Sulc.) entre el 47.1 % y 89.4 % de efectividad respectivamente. Con
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la aplicacién de 1.5 y 2.0 L-ha™ el control de ninfas del insecto fue de 78.4 9% y 94.73 %,
respectivamente (Solis et al., 2007).

Tabla 1. Datos del nimero de adultos de mosca blanca, B. tabaci Biotipo B, en cada uno de los
muestreos realizados y promedio después de la aplicacion de los tratamientos para evaluar la
efectividad bioldgica contra esta plaga. Valle del Yaqui, Sonora. 2014.

Tratamiento Dosis Previo 3DDA 5DDA 3DD2A 5DD2A 7DD2A Promedio
Endosulfan 2 L/ha 19.60a 1.443a 4.51ab 1.94a 1.47a 1.54ab 2.18a
BioDie® 2 L/ha 18.60a 2.44a 3.68a 1.60a 2.25ab 1.07a 2.21a
Testigo 0L/ha 18.99a 4.94b 6.29ab  2.16a 2.80b 1.61ab  3.56a

DDA: Dias después de aplicacion. Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p
<0.05).

Con respecto a las ninfas de mosca blanca, los datos mostraron que no se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados incluyendo al testigo sin aplicacién, a excepcion del
muestreo realizado a los siete dias después de la segunda aplicacion en el cual se detectd diferencia
contra el tratamiento de BioDie®.

El muestreo realizado tres dias después de la primera aplicacion indicd una reduccién de la poblacién
en todos los tratamientos en comparacion al muestreo previo. El analisis de varianza resultd en
diferencia significativa entre tratamientos y la comparacion de medias sefiald que el tratamiento
testigo fue diferente de los otros dos tratamientos, siendo éste el que presenté una mayor poblacién
de ninfas (tabla 2).

A los cinco dias después de la primera aplicacién el analisis de varianza indicé diferencia significativa
entre los tratamientos de BioDie® y endosulfan, y en la comparacion de medias resulté que el
tratamiento con BioDie® tenia la mas alta densidad de poblacion de ninfas de mosca blanca (tabla 2).

Los datos de muestreo a los tres dias después de la segunda aplicacion mostraron diferencia
significativa entre los tratamientos de endosulfan y BioDie®, resultando el tratamiento de endosulfan
con una menor poblacidon a diferencia del tratamiento de BioDie®. Sin embargo la densidad de
poblacién se mantenia mas alta en el tratamiento testigo.

En el muestro realizado a los cinco dias después de la segunda aplicacion el analisis de varianza indicé
una reduccién de la poblacion en todos los tratamientos resultando el testigo con una media
poblacional mas alta a diferencia de los dos tratamientos (tabla 2).

El andlisis de varianza para los datos del muestreo realizado siete dias después de la segunda

aplicacién, indicé diferencia significativa entre tratamientos de BioDie® y endosulfan siendo el
tratamiento de BioDie® el de mayor media poblacional (tabla 2).
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El promedio general no indica un cambio significativo en la reduccién de la poblacién de este insecto
en comparacion con el muestreo previo. Todos los tratamientos se comportaron de la misma forma
(tabla 2).

Diaz y col. (2005), propusieron el uso de productos biorracionales y entomopatdgenos, debido a que
las aplicaciones con endosulfan (2.0 L-ha™), fueron tan efectivas como las de productos biorracionales
para suprimir las poblaciones de ninfas, resultados que se asemejan a la presente investigacion, sin
embargo los productos biorracionales han sido menos dafinos a fauna benéfica, en comparacién a los
insecticidas convencionales que no solo atentan contra la fauna benéfica si no que pueden generar el
resurgimiento de plagas o inducir la aparicion de razas resistentes.

En investigaciones relacionadas con el impacto de productos biorracionales en fauna benéfica se
demostré que los insecticidas biorracionales AgroSoap Plus® y BioDie® no causaron mortalidad
alguna sobre crisopa (Chrysopa perla), depredador que se caracteriza por ser utilizado en el control
bioldgico de plagas, por el contrario el insecticida convencional Bifentrina (Talstar®) maté el 100% del
depredador. Por lo tanto el insecticida biorracional BioDie® puede utilizarse para control de plagas sin
temor de causar el abatimiento de la poblacién de insectos benéficos (Pérez et al., 2011).

Tabla 2. Datos del nimero de ninfas de mosca blanca, B. tabaci Biotipo B, en cada uno de los
muestreos realizados y promedio después de la aplicacion de los tratamientos para evaluar la
efectividad bioldgica contra esta plaga. Valle del Yaqui, Sonora. 2014.

Tratamiento  Dosis Previo 3DDA 5DDA 3DD2A 5DD2A 7DD2A Promedio
Endosulfan 2.0L/ha 11.84a 7.36a 7.78a 12.68a 3.18a 10.24a 8.248a
BioDie® 2.0L/ha 10.58a 8.84a 10.22a 17.10a 3.92a 27.1b 13.436a
Testigo 0.0L/ha 10.48a 10.36a 9.72a 17.50a 5.08a 11.02a 10.736a

DDA: Dias después de aplicacion. Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p
<0.05).

Estudios sobre el efecto de endosulfan en la fecundidad y fertilidad en crisépidos indican que reducen
e inhiben la mortalidad de este insecto depredador considerado como fauna benéfica y utilizado
como método de control biolégico para el control de insectos plaga (Jones et al., 1998).

En estudios anteriores se detectaron altos retrasos en la letalidad de crisdpidos al ser expuestos a
endosulfan (Rimoldi et al., 2008). Anteriormente se han reportado informes de alerta sobre los
diferentes niveles de toxicidad del endosulfan en insectos benéficos (Grundy et al., 2000).

El producto BioDie® ha sido reportado como efectivo para el control de mosca blanca y por ser de
origen botanico tiene menor impacto en la fauna insectil benéfica. Por lo tanto puede ser una buena
alternativa para el control de esta plaga.

El insecticida endosulfan ha sido ampliamente utilizado para control de mosca blanca, por lo que se
considera puede haberse desarrollado resistencia a este producto, el cual ademds sera retirado del
mercado por diversos problemas que ocasiona.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta evaluacién el producto biorracional BioDie® resulté
estadisticamente igual al insecticida convencional endosulfan para reducir las poblaciones de adultos
y ninfas de mosca blanca. Sin embargo es importante considerar que el BioDie® es menos dafiino al
medio ambiente y a los organismos benéficos que controlan la mosca blanca por lo que es una buena
alternativa para el control de esta plaga, ya que una mala seleccidon de productos o el abuso de los
mismos, propician problemas de contaminacion y resistencia que en un futuro terminan complicando
la problematica de las plagas que afectan los cultivos.
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CAPITULO VI

PRODUCCION DE COMPUESTOS INDOLICOS EN AISLADOS MICROBIANOS DEL
SUELO RIZOSFERICO Y SIN CULTIVO ASOCIADOS AL TRIGO EN EL VALLE DEL
YAQUI, SONORA

Ibarra Villarreal, A.'; Valenzuela Aragoén, B.}; Lugo Enriquez, c.}; villa Rodriguez, E.! y de los Santos
Villalobos, S."**

YInstituto Tecnoldgico de Sonora 5 de Febrero 818 Sur, Col. Centro, Ciudad Obregdn, Sonora, México.
’Catedratico CONACYT- Instituto Tecnoldgico de Sonora. *sergio.delossantos@itson.edu.mx

Palabras clave: 4cido indol acético, estrés abidtico, promocidn de crecimiento vegetal.

INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es el tercer cereal mas producido en el mundo y el segundo en México,
donde la produccién nacional se estima en 3.2 x 10° ton afio™ (SAGARPA, 2014). Esta produccion se
concentra en un 48% (1.4 x 10° ton afio™, con un rendimiento promedio de 6 ton ha™) en el Valle del
Yaqui, ubicado en el estado de Sonora (Financiera rural, 2009; Cortés et al., 2011). La importancia del
trigo radica en su uso tanto en la alimentacion humana como animal, debido a su alto contenido de
gluten (80%) -glicoproteinas como gliadina y glutenina- determinante para su capacidad viscoelastica,
permitiendo su incorporaciéon en pan, pasta, galletas y otros productos de alto valor nutricional
(Shewry, 1999). Ademas, este cereal contiene aminodcidos esenciales, vitaminas, minerales, fibra y
otros fitoquimicos benéficos en la dieta humana.

En los ultimos afios la produccién de trigo en el Valle del Yaqui se ha visto impactada negativamente
por diversos factores, tales como: a) ambientales (altas temperaturas), b) culturales (métodos de
labranza, fertilizacion excesiva, control ineficiente de plagas y enfermedades) y c) edaficos (baja
fertilidad y salinidad incrementada); siendo uno de los mas importantes el manejo de la baja fertilidad
de los suelos a través del uso excesivo de fertilizantes sintéticos (i.e. N(263 kg/ha), P,05(120 kg/ha) y
K,O (60 kg/ha)) con el objetivo de garantizar el buen desarrollo de este cultivo (Castellanos et al.,
2005; Mohammadi, 2011). Sin embargo, esta aplicacidén excesiva ha generado diversos dafios al agro-
sistema, destacando el incremento de la generacidon de gases efecto invernadero, contaminacién de
mantos acuiferos y el desequilibrio ecolédgico en el suelo, caracterizado por la baja disponibilidad de
nutrientes (C, N, P y K) (Lara et al., 2011; Mohammadi, 2011).

Actualmente, la creacion y/o innovacion de alternativas para mejorar la produccién sostenible de los
cultivos agricolas, minimizando los costos econdmicos y ambientales (agua, suelo y atmodsfera) es
determinante para incrementar la seguridad alimentaria a nivel mundial. De esta manera, el uso de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (MPCV) ha sido estudiado en todo el mundo
como una alternativa ecolégica para coadyuvar a un mayor rendimiento de manera amigable con el
medio ambiente (Rives et al., 2009; do Vale Barreto et al., 2010). Estos MPCV se caracterizan por
establecer una relacién simbidtica con las raices de las plantas resultando en un incremento en la
absorcién y disponibilidad de nutrientes para éstas, y con ello, lograr incrementar el rendimiento y
calidad de los cultivos (Lara et al., 2011; Saharan y Nehra 2011). Entre los principales mecanismos por
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los cuales los MPCV han sido estudiados para su potencial aplicacidn en el sector agricola destacan los
mecanismos directos e indirectos, los indirectos, se caracterizan por contribuir en la induccion de la
respuesta sistémica en las plantas contra fitopatdgenos, debido a la produccién de antibidticos o
metabolitos con accidén antimicrobiana (produccién de sideréforos o enzimas liticas) (do Vale Barreto
et al., 2010; Camelo et al,, 2011; Ahemad y Kibret, 2014). Los mecanismos directos, influyen de
manera positiva en las plantas, debido a la excreciéon de sustancias fitoestimuladoras por los
microorganismos, dentro de las cuales destacan los compuestos organicos volatiles, acido jasmodnico,
acido salicilico y fitohormonas (auxinas y las citocininas) (Rojas et al., 2013). Estos ultimos, son
compuestos que actian como mensajeros quimicos encargados de transportar y regular la expresion
de genes relacionados con el desarrollo y crecimiento de las plantas, asi como en el comportamiento
y respuesta a cambios en el medio ambiente (Aguilar et al., 2008). Por ejemplo, el acido indol acético
(AlA), la auxina mas estudiada, se encuentra relacionada con el desarrollo celular y procesos
fisiologicos de las plantas, tales como: el incremento en el tamafio del xilema, fototropismo,
fluorescencia, gravitropismo, incrementos en la produccién de exudados y el desarrollo de raices
(Ahemad vy Kibret, 2014). La produccién de origen microbiano de esta fitohormona se encuentra
ligada a 4 rutas metabdlicas, las cuales utilizan el triptéfano como precursor: la ruta del acido indol-3-
piruvato (IPyA), la ruta de la triptamina, la ruta del indol-3- acetamida y la ruta indol 3- acetonitrilo
(Camelo et al.,, 2011), de manera similar existen rutas independientes del triptdfano, sin embargo,
éstas rutas son mas importantes en plantas (Aguilar et al., 2008).

A nivel fisioldgico, la produccién de AIA por las plantas y los microorganismos es de gran importancia
para su interaccion con los factores bidticos y abidticos del agro-sistema. Sin embargo, estos factores
perturban sus habitats naturales y nichos ecolégicos generando diversos tipos de estrés (térmico,
hidrico, concentracion incrementada de CO,, radiacién solar, salinidad, nutrimental, y la presencia de
compuestos téxicos), causando variaciones en la produccién de esta fitohormona (Glick, 2012). El
Valle del Yaqui se caracteriza por el contenido limitado de materia organica, un clima semiarido, baja
precipitacién y aplicaciéon excesiva de fertilizantes quimicos, conduciendo a la degradaciéon y
desertificacion de los suelos, lo cual potencia cambios significativos en la comunidades microbianas
durante el ciclo de produccién agricola (noviembre — mayo) y en ciclo sin cultivo (junio-octubre,
caracterizado por temperaturas incrementadas, estrés hidrico y ausencia de cobertura vegetal en los
suelos).

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue cuantificar las comunidades microbianas
edaficas (rizosféricas y en suelo sin cultivo) del Valle del Yaqui, a través de técnicas dependientes de
cultivo, y cuantificar la produccion de indoles por estos microorganismos — (mediante el método
Salkowski), con la finalidad de identificar cepas microbianas con el potencial para promover el
crecimiento de este cultivo, bajo las condiciones de estrés observados en esta region.

MATERIALES Y METODOS

El area de estudio (figura 1 a y b) se encuentra localizada en el Valle del Yaqui, Sonora (entre los 108°
53’ y 110° 37’ de longitud oeste, y 26° 53’ y 28° 37’ de latitud norte). Las muestras de suelo fueron
colectadas de parcelas agricolas destinadas a la produccion de trigo. La colecta de muestras se llevo a
cabo en dos condiciones distintas: a) suelo rizosférico del cultivo de trigo y b) suelo sin cultivo. La
metodologia empleada para el muestreo del suelo se llevé a cabo de acuerdo a lo reportado por
SAGARPA & Servicio Nacional de Sanidad (2015), utilizando el método de muestreo en “zig-zag” en un
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area base de 1 ha (figura 1 c). Un total de 25 muestras fueron obtenidas a una profundidad de 30 cm,
para cada sitio de muestreo, resultado de la colecta de muestras por cada diagonal de muestreo,
obteniéndose asi un total de 4 muestras compuestas.

MACROLOCALIZACION DE SITIOS DE MUESTREO EN EL VALLE DEL YAQUI
N
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Figura 1. Macrolocalizacion de los sitios de muestreo en el Valle del Yaqui Sonora, a) Localizacién
del Valle del Yaqui en el Estado de Sonora b) Localizacion sitios de muestreo dentro del Valle del
Yaqui y c) Disefio de muestreo del suelo.

Aislamiento de microorganismos del suelo rizosférico y del suelo sin cultivo

El aislamiento de las comunidades microbianas edéficas se realizd mediante técnicas dependientes de
cultivo, para lo cual 10.0 g de cada una de las muestras compuestas de suelo fueron colocadas en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 90 mL de agua destilada estéril, agitandose durante 1
hora a 150 rpm (Cdérdova-Bautista et al., 2009). Posteriormente, diluciones seriadas en base diez
hasta 10, fueron llevadas a cabo, 0.1 mL de la dilucién 10* fue inoculado en cajas de Petri
conteniendo como medio de cultivo agar nutritivo adicionado con 80 ppm de terbinafina y agar papa
dextrosa adicionado con 80 ppm de acido nalidixico. Las cajas de Petri inoculadas fueron incubadas
durante 2 dias a 282 C y se realizé conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) totales para
cuantificar la poblacion microbiana para cada sitio de estudio, asi como de forma individual para cada
cepa con caracteristicas macroscépicas distintas para conocer la abundancia relativa de las mismas.
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Los aislados con caracteristicas macroscdpicas diferentes fueron preservados a -20 °C en 70% de
glicerol (Rives et al., 2009) y resguardados en COLMENA (Coleccion de Microorganismos Edaficos y
Endodfitos Nativos) del Laboratorio de Biotecnologia del Recurso Microbiano, con sede en el Instituto
Tecnoldgico de Sonora.

Produccién de compuestos indodlicos totales en los microorganismos aislados

La produccidon de compuestos inddlicos se cuantificO mediante el ensayo colorimétrico descrito por
de los Santos-Villalobos et al. (2013) con modificaciones, utilizando como medios de cultivo caldo
nutritivo y caldo papa dextrosa suplementado con 100 ppm de triptéfano (precursor del AlA).
Posteriormente, una asada simple de cada uno de los microorganismos obtenidos fueron inoculados
en los medios de cultivo antes mencionadas, e incubados a 28°C durante 5 dias a 150 rpm. Una vez
transcurrido el periodo de incubacién, 1 mL del cultivo microbiano fue centrifugado a 8000 rpm
durante 10 minutos, y el sobrenadante se utilizd en la reacciéon 1:2 con el reactivo Salkowky,
incubandose 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La cuantificacién del contenido de
indoles totales en las muestras fue analizado a 540 nm en un espectrofotémetro (iMark™ microplate
absorbance reader) y utilizando una curva estandar con un gradiente de AlA (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20y 25
ppm) reaccionado bajo las mismas condiciones que las muestras.

Analisis estadisticos

Todos los experimentos fueron replicados independientemente tres veces. Los datos obtenidos
fueron analizados por la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via y el método de Tukey—
Kramer (P = 0.05), utilizando el software Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de comunidades microbianas en los sitios de estudio

El suelo es una matriz dindmica que alberga un gran nimero de microorganismos, donde la diversidad
y abundancia de éstos se ve influenciada por cambios edafo-climaticos y bioldgicos, i.e. disponibilidad
de nutrientes, de temperatura y modificaciones en sus propiedades fisicoquimicas y bidticas (Garbeva
et al., 2004; Rousk et al., 2009). Asi, las comunidades microbianas edaficas en el Valle del Yaqui son
constantemente sometidas a diversos tipos de estrés (térmico, hidrico, salino y nutrimental)
ocasionando potenciales variaciones en sus comunidades microbianas.

En el presente estudio, un total de 130 cepas microbianas fueron obtenidas del suelo sin cultivo y 50
del suelo rizosférico asociadas a parcelas agricolas destinadas a la produccion de trigo en esta region,
éstas fueron identificadas y seleccionadas en base a sus caracteristicas macroscépicas (forma,
elevacion, borde y color). La poblacidon microbiana en el suelo sin cultivo fue significativamente mayor
comparada con aquella observado en el suelo rizosférico, 2.8x10° UFC/g suelo seco vs. 2.4x10° UFC/g
de suelo seco, respectivamente (figura 2). En el suelo sin cultivo se observé una mayor diversidad y
poblacién microbiana en comparacién con el suelo rizosférico, no obstante las condiciones de estrés
hidrico, térmico y nutrimental existentes debido a |la ausencia de la aplicacion de fertilizantes, riego y
altas temperaturas, lo que sugiere que los microorganismos presentes en los sitios de estudio bajo
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estas condiciones edafo-climaticas cuentan con mecanismos para tolerar el estrés oxidativo que estas
condiciones desencadenan.

Por otro lado, se ha identificado que algunos cultivos (Arabidopsis, arroz, avena, papa, tabaco, soya,
entre otros) tienen la capacidad de realizar una seleccion de cepas microbianas en su rizésfera
(Mendes et al., 2014). Los exudados de estas plantas (aminoacidos, flavonoides, compuestos
fendlicos, proteinas, acidos grasos, acidos organicos, etc) sirven como sustrato y/o sefiales para atraer
o repeler grupos especificos de microorganismos (Bakker et al., 2012). De esta manera, la baja
diversidad y poblacién de los microorganismos cultivables en la rizésfera del cultivo de trigo en
comparacién con aquellos obtenidos del suelo sin cultivo en el presente trabajo se ve reducida
probablemente a la acidificacion del suelo mediante la exudacidn de acidos organicos generados por
el trigo (Camelo et al., 2011).
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2x106
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B Risosfera
2x106 4

106 4

5x10° -

Poblacién microbiana UFC/g suelo seco

Q
908,
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SXRRARHHKK

Figura 2. Poblacién microbiana (UFC/g suelo seco) para el suelo sin cultivo y suelo rizosférico. *
Existe diferencia significativa con 95% de confianza.

También se ha reportado que factores como el pH, la salinidad y el contenido de materia organica
alteran la diversidad microbiana del suelo (Gaur y Mukherjee, 1980; Hartmann et al., 2015). Asi, la
baja poblacion de hongos observada en el presente estudio (figura 3), posiblemente es el resultado
del bajo contenido de materia organica presentes en los suelos del Valle del Yaqui (<1%) (Matson y
Jewett, 2012), ya que éstos son organismos principalmente saprofitos, es decir, degradan la materia
organica para utilizarla como fuente de carbono y energia. Ademas otro factor determinante para el
desarrollo de los hongos es el pH, ya que estos microorganismos crecen principalmente a pH acido,
sin embargo, los suelos del Valle del Yaqui se caracterizan por ser ligeramente alcalino, pH 8.5 (Rousk
et al., 2009), lo cual limita el establecimiento de las poblaciones flngicas en este agro-sistema.
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Figura 3. Nimero de cepas microbianas aisladas de la rizésfera y suelo sin cultivo destinado a la
produccidn agricola de trigo en el Valle del Yaqui.

Por otro lado se obtuvo que en el suelo rizosférico como suelo sin cultivo la abundancia de bacterias
fue mayor, observando una proporcién del 80% y 76% respectivamente (figura 3). Esto podria estar
fuertemente relacionado con la gran cantidad de fertilizantes aplicados en suelos agricolas del Valle
del Yaqui (figura 4). Por ejemplo, la aplicacién promedio de fertilizantes nitrogenados en el cultivo de
trigo es de 263 kg ha-1(Cortés et al., 2011) sin embargo el 60 % queda como remanente en el suelo
unido a particulas de arcilla (Uvalle y Cortés, 1999). Este exceso de fertilizacion genera sustrato
disponible para su aprovechamiento por microorganismos que presentan un metabolismo
quimiolitétrofo, tal es el caso de bacterias Nitrosomonas y Nitrobacter involucradas en los procesos
de nitrificacion (NH4-N convertido a NOs-N) y desnitrificacion (6xidos de nitrégeno reducidos a éxidos
gaseosos) respectivamente (Verhulst et al., 2015).
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Figura 4. Esquema de las caracteristicas edafo-climaticas y microbianas de los sitios de estudio
(microorganismos edaficos en suelo sin cultivo y microorganismos rizosféricos).
Cuantificacion de indoles totales en las cepas microbianas obtenidas

En este estudio, el método de Salkowski fue utilizado como método colorimétrico para cuantificar la
produccion de acido indol acético —dependiente de triptdéfano- por las cepas obtenidas.
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Figura 5. Produccidn de indoles en cepas bacterianas rizosféricas y del suelo sin cultivo.

En la tabla 1 se observa que la mayor produccion de compuestos inddlicos fue de 31.5 ug/mL para las

bacterias del suelo sin cultivo. Mientras que en la tabla 2 se muestran las bacterias aisladas de la
rizésfera del cultivo de trigo, observandose que la mayor producciéon de compuestos inddlicos fue de
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5.3 ug/mL. En ambos casos la mayor cantidad de cepas se encontraron en un rango de produccién de
1 a5 pg/mL, como se puede observar en la figura 5. Por otro lado se obtuvo que el 100 % de los
hongos aislados tanto de la rizésfera como del suelo sin cultivo se produjeron cantidades menores a
1.5 pg/mL.

Los resultados obtenidos en la produccion de compuestos inddlicos por cepas microbianas se
encuentran en el rango reportado para géneros como: Bacillus, Pseudonomas, Burkholderia,
Agrobacterium, Rhizobium, Azotobacter y Azospirillum (Lara et al., 2011; de los Santos Villalobos et
al., 2013; Luna et al., 2013) las cuales promueven el crecimiento vegetal, sugiriendo el potencial de
las cepas obtenidas del Valle del Yaqui como promotoras del crecimiento vegetal.

Tabla 1.Cepas aisladas de suelo sin cultivo con alta produccién de indoles.

Poblacién total Abundancia relativa Produccion de
(UFC/g suelo seco) ) indoles (ug/mL).
TSQ30 15.0 8.8
TSQ31 20 9.4
2.8x10°
TSM29 0.6 9.7
TSM30 5.6 13.0
TSM31 2.0 31.5

Tabla 2.Cepas aisladas de suelo rizosférico con alta produccién de indoles.

Poblacién total Abundancia relativa Produccion de
(UFC/g de suelo (%) indoles (ug/mL).
seco)
TRO1 0.2 2.5
TRQ1 0.9 2.8
2.4x10°
TRM89 0.6 3.6
TRM94 0.6 4.1
TRO5 4.3 5.3
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Se ha reportado que factores como estrés abidtico, tales como: nutrimental (ya sea exceso o ausencia
de nutrientes), térmico, salino, hidrico, asi como respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Wang et al., 2001; Bianco et al., 2006) incrementan la produccion de indoles, esto a través de la
expresion de enzimas involucradas en el catabolismo de aminoacidos, expresion de genes presentes
en la sintesis de moléculas para el fortalecimiento de la pared celular y enzimas con capacidad
antioxidante (Bianco et al., 2006; Wang et al., 2001). Asi, los bajos niveles de nutrientes en el Valle
del Yaqui, la alta salinidad en sus suelos por uso excesivo de fertilizantes, las altas temperaturas y la
escasez de agua presente en el suelo sin cultivo explican el aislamiento de cepas bacterianas con la
mayor capacidad de produccién de acido indol acético vs. bacterias aisladas de la rizdsfera, las cuales
probablemente no producen estos compuestos inddlicos para promover el crecimiento vegetal del
trigo, sino como un mecanismo antioxidativo para minimizar los efectos negativos oxidantes de las
condiciones adversas encontradas en el Valle del Yaqui en los suelos sin cultivo. Ademas, por otro
lado la alta cantidad de fertilizantes aplicados durante el desarrollo del cultivo de trigo afecta
negativamente los mecanismos de secrecién de indoles por las comunidades microbianas presentes
en la rizésfera (Camelo et al., 2011).

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigaciéon contribuyen a la caracterizaciéon microbiana de los suelos del
Valle del Yaqui, Sonora, utilizados para la produccion de trigo, mediante la caracterizacion de dichas
cepas en relacién a su producciéon de indoles, evidenciando sus potenciales mecanismos
antioxidantes para contrarrestar el estrés ocasionado por las condiciones edafo-climaticas adversas
durante la ausencia de cultivo, ya que las cepas aisladas del suelo sin cultivo presentaron mayor
produccion de compuestos inddlicos, como posible respuesta a las condiciones de estrés abidtico
presentes en la region. Ademas se sugieren como cepas autdctonas con potencial de promocion del
crecimiento vegetal en el Valle del Yaqui.
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CAPITULO VII

AISLAMIENTO Y EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA PROTEINA AZUL DE
MEDUSA BALA DE CANON Stomolophus meleagris

Tirado Lopez, J.E., Diaz Tenorio, L.M.*, Hernandez Corral, E.A., GassOs Ortega, L.E. y Leyva Soto, L.E.

Instituto Tecnolégico de Sonora. Direccién de Recursos Naturales. 5 de Febrero 818 Sur, Col. Centro.
C.P. 85000. Cd. Obregén, Sonora *lourdes.diaz@itson.edu.mx

Palabras clave: medusa, pigmento, proteina

INTRODUCCION

La pesca y comercio de la medusa bala de cafidn es muy comun en la region noroeste del pais, pero
ésta no siempre es compensada adecuadamente por los compradores asiaticos. La pregunta es éiqué
se puede hacer al respecto? El consumo de la medusa bala de cafidn no es comun ante la cultura
mexicana. No obstante, hay otras culturas, en especial la asiatica, donde es regular su consumo, para
ellos este alimento es todo un manjar. Dada a la gran diferencia del punto de vista de la comunidad
mexicana, es necesario buscar un posible uso nuevo para la medusa. Una de las propiedades
caracteristicas de esta medusa es el intenso color azul que pueden tomar. Por esta razon, se optd por
realizar una investigacién sobre la extraccion del pigmento, o proteina azul de Stomolophus meleagris
y darle un nuevo uso biotecnoldgico o un valor agregado.

El presente estudio proporciona una opcién para el aprovechamiento de la medusa bala de cafidén,
continuando su pesca en la regidn y a su vez mejorando los rendimientos de las empresas pesqueras
y camaroneras del Pacifico. De esta manera, también se podran obtener productos de valor agregado
a partir de esta medusa e implementarlo en las dreas donde convenga mas su uso. Una vez que esto
se lleva a cabo, debido a las cadenas comerciales y sociales, se logra una mayor cantidad de
productos para los consumidores, bajando su precio e incluso mejorando su calidad. Cabe mencionar
gue, ya que se aprovechen las medusas, se lograra eliminar una gran cantidad de contaminantes que
se producen al desechar estos especimenes en su totalidad como se hace hoy en dia. En total, la
realizacién de este proyecto lleva a una mejora econdmica para sectores privados y publicos,
eliminando también una gran cantidad de contaminantes en su paso.

Tomando en consideracién el pigmento azul para otorgar un valor agregado a la medusa bala de
cafidon S. meleagris, es de alta relevancia la composicidon proximal de este espécimen. El tejido de la
medusa tiene la capacidad de retener altos niveles de humedad, puesto que la cantidad de agua de
estas muestras se encuentra entre el 94.1 y 95.6%; no obstante, el tejido mantiene una textura
turgente y crujiente (Hsieh et al., 2001). El anadlisis de medusa procesada (salada) indica que un
producto comercial malasio y un producto chino contienen un promedio de 5.5 y 6.8 g de proteina
por cada 100 g de producto salado, respectivamente (Huang, 1988). También se han realizado andlisis
de aminoacidos, mismos que han revelado que el contenido de glicina corresponde a la tercera parte
del total de residuos de aminodcidos, con una proporcién alta de hidroxiprolina e hidroxilisina,
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indicando asi que la proteina de la medusa es principalmente colageno (Barzansky et al., 1975). No
obstante, hay otras proteinas presentes, entre ellas la “proteina azul”, siendo ésta una cromoproteina
con funcionalidades de posible interés biotecnolégico. Se denomina como cromoproteina a aquellas
heteroproteinas con sugerencia cromatica, debida a la presencia de elementos metalicos en su grupo
prostético (Sanz y Gallego, 2001).

Debido a sus propiedades de coagulacién se puede utilizar en la industria alimentaria en la
elaboracion de gelatinas y otros alimentos que se encuentren en un estado de gel. Se esta evaluando
la posibilidad de extraer el colageno de esta especie, sin embargo se presentan problemas con los
costos de produccidn. Por otro lado, la proteina azul, al ser completamente hidrosoluble, siguiere un
proceso mucho mas sencillo y por consecuencia menos costoso. Es por esta razén se propone que la
proteina de pigmento de medusa bala de cafién puede ser utilizada en la industria alimentaria con un
parecido al uso de los hidrocoloides.

Los hidrocoloides son polisacaridos de origen natural o modificado que ejercen propiedades
funcionales en sistemas alimenticios bajo condiciones especiales. Algunas de sus funciones son
espesar, suspender, combinar, estabilizar y gelificar. Son un grupo de aditivos multifuncionales que
fundamentalmente sirven para regular el agua presente en los alimentos, ya que son polimeros cuya
capacidad es la de absorber grandes cantidades de agua. Esta es una de las dos propiedades que le
dan su prioridad de uso dentro de la industria alimentaria, la otra es la capacidad de formar geles. La
modificaciéon de textura y viscosidad de sistemas alimenticios ayuda a mejorar sus propiedades
sensoriales, por lo cual los hidrocoloides son utilizados como aditivos alimentarios significativos para
llevar a cabo propdsitos especificos (Cubero, 2002).

El objetivo de la presente investigacidon fue establecer un protocolo de aislamiento de la proteina azul
de la medusa bala de cafién (Stomolophus meleagris), asi como evaluar la estabilidad a diferentes
combinaciones de temperatura-tiempo y pH-tiempo. Lo anterior con la finalidad de proponer
condiciones de purificacion, almacenamiento y conservacion de su cualidad colorida, esto para
futuros procesos de investigacion y evaluacion de su potencial biotecnolégico.

METODOLOGIA

Las muestras fueron obtenidas en la primavera del 2014, en Bahia de Kino, Sonora. Se capturaron
organismos de S. meleagris empleando redes de cuchara con ayuda de pescadores comerciales. Los
ejemplares fueron almacenados en hielo inmediato a su captura para mantener la cantidad de
proteina lo mas integra posible, y una vez en el laboratorio se les almacend en congelacién hasta su
uso. A partir de estos ejemplares se realizd un homogeneizado de cinco medusas, para lo cual se
empled un cuchillo de cocina y un procesador de alimentos. Una vez realizado el homogeneizado, se
almacenaron en alicuotas de aproximadamente 30 g de masa, las cuales se congelaron a -202C hasta
Su uso.

Se evaluaron tres solventes para el aislamiento de la proteina azul: agua destilada, una solucién salina
de cloruro de sodio (NaCl) al 3.5% en agua destilada y acido acético 0.5 N. La muestra fue
homogenizada en una placa con agitacidén con cada solvente en relacion 1:3 (p/v) a 4°C, comparando
tiempos de agitacién de 20 y 40 min. La mezcla resultante fue centrifugada (10,000 g; 45 min; 4°C), se
descartd la fase sélida y se conservd el sobrenadante de coloracion azul. Se cuantificé proteina
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soluble por el método de Bradford (Bradford, 1976), usando como proteina estandar albimina sérica
bovina (BSA). Debido a que se utilizaron tres solventes diferentes, se realizé una curva estandar para
cada uno con el fin de eliminar las variaciones espectrofotométricas y posibles errores de calculo. Se
calculé el rendimiento de extraccién utilizando valores conocidos cdmo el volumen final de extraccidn
y la masa de medusa utilizada.

La estabilidad de una proteina puede verse afectada por diferentes variables operacionales, entre
estos se encuentran unos de los mas importantes que son la temperatura y el pH. Al cambiar estas
condiciones, las proteinas cambian de estructura, de tal manera que pueden desnaturalizarse y
perder la funcionalidad. En el presente trabajo se evaluaron diferentes combinaciones de tiempo-pH
y tiempo-temperatura (tablas 1 y 2), una vez concluido el tiempo de incubacidn a las condiciones
establecidas se regresaron a las condiciones iniciales (0 2Cy pH 7) y se cuantifico proteina.

Tabla 1. Condiciones de tiempo y temperatura para el ensayo de termoestabilidad.

Temperatura °C Tiempo

5

10 0,12,24,48,72y9%h

25

35

45 0,5, 10, 20, 40 y 60 min

55

Tabla 2. Condiciones de tiempo y pH para el ensayo de pH-estabilidad.

pH Tiempo

5

7 0,12,24,48,72y96 h
9

3

11 0,5, 10, 20,40y 60 min

Con el fin de verificar la estabilidad del color se realizaron barridos espectrofotométricos de 380 a 720
nm para evaluar el cambio de los espectros de maxima absorcion de la proteina azul para cada
solvente utilizado y cada ensayo de termo y pH-estabilidad. Se aplicé también una separacién de
proteinas mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas y
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello el extracto proteico fue concentrado por centrifugacién con
filtros de membrana de 10 kDa (3,200 g, 50 min, 4°C). La separacién electroforética se realizé en
condiciones desnaturalizantes no reductoras, en geles de poliacrilamida al 10% aplicando una carga
de 15 mA por gel. Las muestras se inyectaron al gel en cantidades isoproteicas en relacion 1:1 (v/v)
con el buffer de carga 2x (0.125 M Tris-Cl, 4% SDS, 20% glicerol). Los geles se tifieron en un bafio en
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plataforma oscilante con una solucidn azul de Coomassie (0.025% Coomassie Brilliant Blue R-250,
40% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético) durante una hora. Transcurrido el tiempo, los geles fueron
destefiidos en una solucién destefiidora (40% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético) hasta la remocidn
del colorante azul y se fotodocumento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la cuantificacién de proteina se realizaron tres curvas estandar empleando BSA y cada solvente:
agua destilada, solucién salina 3.5% y solucién de acido acético 0.5 N. Los datos de cada solvente
fueron ajustados a un modelo de regresién lineal y se generé la ecuacién de la recta de cada serie,
todas con un coeficiente de determinacién (R?) mayor a 0.99 (Figura 1). El ajuste lineal de cada
solvente, aunque presenta tendencias similares (pendiente positiva), varia en el valor de la pendiente,
por lo que se decidid utilizar la ecuacidon de la recta generada para cada solucién en las
cuantificaciones de proteina, evidenciando asi, la importancia de ajustar las condiciones de andlisis
con las caracteristicas de las muestras y asi evitar errores de cuantificacién.

0.6
0.5
g
& 044
(0)]
e}
[}
© i
g 03 ¢ Aguadestilada
5] y=0.1768x + 0.0001
E R? = 0.9949
2 0.2 e Acido acético 0.5N
< y=0.1734x + 0.0475
R? =0.9927
0.1 = Solucién salina 3.5%
] y=0.1768x + 0.0001
R2 = 0.9949
0.0 ; . ;
0 1 2 3 4

BSA (ug)

Figura 5. Curva estandar de Bradford de cada solvente

El tiempo de extraccién varié con la finalidad de establecer un método dptimo de extraccion. El
rendimiento de cada solvente fue calculado, siendo 20 y 40 min los lapsos de tiempo utilizados (tabla
3). Los resultados fueron analizados estadisticamente por comparacion de medias al 95% de
confianza. Todos los resultados de rendimiento se encontraron en un rango entre 0.57 y 0.69 mg de
proteina/ g de tejido de medusa. Aunque no hubo diferencia significativa en el rendimiento de los
tres solventes al agitar durante 40 minutos, en la agitacion de sélo 20 min la solucién salina al 3.5%
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resulté ser mejor opcidn, con un rendimiento promedio de 0.69 mg de proteina/g de tejido de
medusa, diferencidandose significativamente de los otros solventes empleados. Estos resultados
demuestran que tiempos de agitacion mayores a 20 minutos no aumentan el rendimiento de
extraccion de proteina soluble si no que se mantiene.

Tabla 3. Rendimiento promedio de extracciones con tres solventes

Rendimiento (mg de proteina/ g de tejido de medusa)

Solvente 20 min 40 min
Agua destilada 0.61 +0.03? 0.57 +0.03?
Solucién salina 3.5% 0.69 +0.01° 0.67 £ 0.10°
Acido acético 0.5 N 0.61 +0.03? 0.61 + 0.05°

Aunque la cantidad de proteina extraida en cada tratamiento es similar, se realizaron barridos
espectrofotométricos de cada aislado para verificar la presencia e integridad de la proteina de interés
mediante su espectro de absorcién (figura 2). A simple vista la coloracién de la muestra del
tratamiento con acido acético tornd a una tonalidad morada durante la agitacién y viré a una
coloracién café durante su almacenamiento en congelacién, mientras que el aislado de los
tratamientos restantes se apreciaba de coloracion azul intensa. El comportamiento del espectro al
emplear agua destilada y solucién salina como solvente muestra un patrén idéntico, que difiere
Unicamente en la altura, atribuido a la diferencia en la concentracion resultante de cada tratamiento.
Estos aislados presentaron una longitud de onda maxima cercana a los 650 nm, cercano a la longitud
de onda del pigmento azul de las medusas Rhizostoma pulmo (Bulina et al., 2004) y Cassiopea
xamachana (Blanquet y Phelan, 1987).

Por otro lado, el espectro de absorcién de la extraccién con acido acético (de coloracion café)
muestra, como se esperaba, un comportamiento completamente diferente, disminuyendo los valores
de absorbancia al aumentar la longitud de onda. La aplicacion de tratamientos acidos sobre
pigmentos hace que por lo menos el 50% de él pierda su color, y al estar perdiendo su color un
pigmento, tiende a tornarse a un color café la mayor parte del tiempo (Badui, 2006). El espectro de
absorcién demuestra una pérdida de color y visualmente capté una coloraciéon café, indicando asi una
oxidacién del pigmento, por lo cual no es factible utilizar el acido acético como solvente de
extraccion. Tomando esto en cuenta, para estandarizar el método sélo se tomd en cuenta como
solventes agua destilada y solucién salina.
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Figura 2. Espectro de absorcion de las extracciones con cada solvente.

A pesar de que los mejores rendimientos se obtienen con solucidn salina como solvente, se considera
que el costo de utilizar solucién salina 3.5% es mayor al de agua destilada, por lo cual se considera
mas recomendable utilizar el agua destilada como solvente de extraccion, esto a menos que se tenga
agua marina disponible, misma que podria emplearse previo tratamiento de filtracion. Este método
fue el que se implementé para realizar las extracciones para la estabilidad proteica termal y de pH
para determinar cdmo esta proteina puede ser manejada y almacenada sin perder su funcionalidad.

Un tratamiento térmico puede desnaturalizar por completo una proteina (Sikorski, 2001) por lo que
éste se llevo a cabo bajo condiciones de temperatura desde 5°C hasta 55°C. Una vez realizadas las
cuantificaciones de proteina de las muestras por cada tiempo de medicion se plasmaron los datos
sobre una graficas de relacidon tiempo-proporcién proteica (figura 3), donde éste término hace
referencia a la proporcién de proteina de cada una de las mediciones con respecto a la cantidad de
proteina inicial del tratamiento (0 h).
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Figura 3. Proporcion proteica de A: termoestabilidad 5°C y 55°C y B: pH-estabilidad entre pH 3y 11
del aislado proteico

Los patrones de comportamiento plasmados en la grafica de la estabilidad proteica termal
demuestran una disminucién gradual de la proteina dentro de la muestra. Se logrd apreciar que a
temperaturas entre 5 y 10°C (izquierda) la proteina puede permanecer hasta 96 h (4 d) con una
pérdida minima de tan solo el 10-15% de la proteina inicial. A temperatura ambiente (25°C) logra
soportar este mismo periodo con una pérdida de aproximadamente 25% de la proteina inicial. Por
otra parte, a temperaturas mas elevadas de 35-45°C (derecha) se pierde aproximadamente el 10-15%
en tan solo una hora y en el tratamiento de 55°C hasta el 20%. Visualmente, las muestras tratadas a
mayores temperaturas demostraron una pérdida de tonalidad azul en los plazos mas largos de
tiempo.
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Ademads de la observacion de la tonalidad del aislado para la identificacion del pigmento azul, se
realizaron barridos para obtener el espectro de absorcidon de cada una de las temperaturas y pH
evaluados (figura 4). En los tratamientos de termoestabilidad los picos de maxima absorcién se
mantienen en la misma longitud de onda que en las condiciones iniciales, disminuyendo su valor de
absorbancia debido a diferencias de concentracion con el paso del tiempo. Sin embargo, los
tratamientos de 25 y 55°C muestran algunas ligeras diferencias en su comportamiento. Esto muestra
alteraciones en la muestra, pero el pico maximo de absorcién se encuentra en donde mismo, lo cual
nos indica a su vez que la proteina se encuentra presente aun. No obstante, el valor dptimo de
temperatura para la estabilidad de la proteina de interés se considera ser de 5-10%

El patrén que siguen los resultados de pH-estabilidad es similar al del tratamiento térmico. A
condiciones de pH menores a 7, la proporcién de proteina disminuye inicialmente y es seguido por un
incremento en la concentracién, para posteriormente seguir disminuyendo gradualmente. Este
comportamiento indica que hubo una desnaturalizacidon seguida de una renaturalizacidon debido a que
las muestras fueron sometidas a condiciones extremas durante tiempos relativamente cortos. La
remocion de este agente desnaturalizante resulté en la reconstruccién de la estructura nativa. Para
que fuese posible renaturalizar la proteina es necesario que algunos fragmentos estables de la
conformacion de la proteina nativa se hubiesen preservado a pesar de la accion de cualquier agente
desnaturalizante (Sikorski, 2001).
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Figura 4. Espectros de absorcion en muestras de termoestabilidad.

Al realizar la electroforesis, la muestra fue cargada sin agregar colorantes (cominmente usado azul
de bromofenol) ya que se puede apreciar el avance de la muestra color azul a través del gel de
poliacrilamida. Al utilizar las condiciones nativas no se mostré avance de la proteina azul en
diferentes concentraciones de poliacrilamida, indicando el alto peso molecular de la misma. Al aplicar
la separacién en condiciones desnaturalizantes, aun sin indicador de color, de aprecia la migracion de
las bandas azules mientras migra en el gel.
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Figura 5. Separacion proteica de los ensayos de termoestabilidad (izquierda) y pH-estabilidad
(derecha).

Al tefiir éste con la solucion azul de Coomasie se observé el patréon de bandas de las muestras, en los
cuales no se observan cambios significativos en los ensayos de termoestabilidad (figura 5, izquierda),
sin embargo si se muestra un incremento en la cantidad de la banda de interés misma que se localiza
a la altura de 210 kDa. Esto ocurridé para todas las temperaturas, excepto a 552C, lo cual coincide con
el cambio drastico en el espectro de maxima de absorcién en las muestras tratadas a 559C,
confirmando la presencia de la proteina de interés.

En la figura 5 (derecha) se observa la separacién de los ensayos de pH estabilidad, en ellos se observa
un incremento en intensidad de la banda correspondiente a la proteina azul al aumentar el tiempo de
incubacion a pH basicos, sin embargo valores acidos disminuye la intensidad de la banda. Asi es como
se utiliza principalmente la variacién de pH en la extraccién y purificacion de proteinas en la industria,
con tratamiento alcalino para modificar sus estructuras originales para aumentar su potencial
tecnolégico y mejorar sus propiedades funcionales (Badui, 2006).

CONCLUSIONES

Se logré estandarizar un método para la extraccion apropiada y éptima de la proteina azul de la
medusa bala de cafién Stomolophus meleagris. El método con mejor rendimiento, considerando la
inversion de tiempo-costo de produccién, es utilizando agua destillada como solvente con una
agitacion en frio durante 20 min. Ademads, las mejores condiciones para mantener la proteina de
interés estable son entre 5 y 10°C ya que se puede mantener asi hasta 72 h (3 d) con una pérdida
minima de proteina (entre 10 y 15%). Asi mismo, el pH adecuado para mantener la proteina es el
mismo que se obtiene una vez que se realiza la extraccion, entre 7.10 y 7.50 ya que la proteina tiene
una concentracion estable durante este tiempo de conservacion. No obstante, si se desea purificar la
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proteina se puede sugerir aplicar un tratamiento alcalino, donde a su vez podrian mejorar sus
propiedades funcionales e incluso aumentar su potencial tecnoldgico.
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CAPITULO VIII

ESTUDIOS DE BIOADSORCION DE COBRE Y ZINC UTILIZANDO BIOMASA SECA DE
LEVADURAS

Ortega Campa L., Teran Valdez D. P., Certucha Barragan M.T., Almendariz TapiaF. J.,
Martinez Meza R.G., Monge Amaya O.*:

Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia, Universidad de Sonora. Rosales y Boulevard Luis
Encinas, Colonia centro. Hermosillo, Sonora, México. Tel. (662 2592106) *onofrem@iq.uson.mx
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INTRODUCCION

Los agentes contaminantes, son un conjunto de factores o sustancias que estan presentes en el
medio ambiente y que causan efectos desfavorables para la salud o el medio ambiente, suelen
distinguirse por: agentes bioldgicos, agentes fisicos, y agentes quimicos. De estos ultimos como
ejemplo se pueden mencionar, los hidrocarburos, los metales pesados y los plaguicidas; para que
exista la contaminacién por quimica se requiere que una sustancia se acumule en un sustrato dado en
concentraciones que excedan el nivel basal y genere efectos adversos. En las ultimas cinco décadas,
los metales pesados se han convertido en contaminantes ambientales de primera importancia,
principalmente por el incremento y la diversificacidon de los procesos industriales (Lucho et al., 2005).
En la actualidad la contaminacién del medio ambiente con metales téxicos, surge como resultado de
actividades humanas principalmente industriales. Estos contaminantes son descargados en la
atmosfera y en los ambientes acuaticos asi como terrestres.

En México, como consecuencia del desarrollo industrial, se registra una creciente y preocupante
contaminacién ambiental, mayormente debido a la poca educacion ambiental en la actividad minera
y por la explotacién petrolera. A su vez, la industria minera es una de las actividades econdmicas de
mayor tradicion en México, la cual es mayoritariamente metalica, y se dedica principalmente a la
produccion de cobre (Cu), zinc (Zn), plata (Ag) y plomo (Pb). Esta actividad tiene un alto impacto
ambiental, ya que afecta desde el subsuelo hasta la atmosfera, incluyendo suelos y cuerpos de agua.
Debido al procesamiento de los recursos minerales, se han generado grandes cantidades de residuos
sélidos, liquidos y gaseosos que han ocasionado una gran cantidad de sitios contaminados a lo largo
de todo el pais. En sonora la industria minera es una actividad importante, pero también ha
presentado un fuerte problema de contaminacién (Monge et al., 2008).

Los efectos que causan los metales en el funcionamiento de los ecosistemas son de importancia tanto
econdmica como de salud publica. Aunque los metales pesados son esenciales en el crecimiento, se
ha reportado que algunos también tienen efectos toxicos. Los metales son dificiles de eliminar del
medio, puesto que los propios organismos los incorporan a sus tejidos y estos a sus depredadores en
los que se acaban manifestando (Wang et al., 2009).
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El cuerpo humano no puede procesar y eliminar los metales, como resultado suelen depositarse en
varios organos internos y grandes cantidades pueden causar reacciones adversas y serios dafios al
cuerpo. A diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados no son biodegradables y
cuando se ingieren, se combinan con las biomoléculas del cuerpo como proteinas y enzimas para
formar componentes biotdxicos estables, tienden a acumularse en los organismos vivos y muchos
iones de metales pesados son conocidos por ser toxicos o cancerigenos (Duruibe et al., 2007).

Existen procesos biotecnoldgicos para el tratamiento de residuos liquidos que contienen metales
toxicos, una de ellas es la biosorcién. Los microorganismos y sus productos pueden ser
bioacumuladores muy eficientes de metales solubles y particulados, especialmente a partir de
concentraciones externas diluidas, y con ello las tecnologias basadas en microorganismos ofrecen una
alternativa o ayudan a las técnicas convencionales para la eliminacién o recuperacion de metales.
Microorganismos tales como levaduras, hongos, algas, bacterias y cierta flora, tienen la capacidad de
concentrar metales a partir de soluciones acuosas diluidas y acumularlas dentro de la estructura
microbiana (Mejia, 2006).

Estd comprobado que dichos microorganismos los cuales poseen la capacidad o propiedad de
secuestrar a los metales se pueden usar para disminuir la concentracién de los metales pesados
desde partes por millon a partes por billén, secuestrando efectivamente los iones metalicos disueltos,
incluso en soluciones diluidas complejas, con una alta efectividad y rapidez, asi que por todo lo antes
mencionado los microorganismos son una alternativa para el tratamiento de volimenes elevados de
aguas de desecho con bajas concentraciones (Wang et al., 2009).

La biosorcion, es la captacion de metales que lleva a cabo una biomasa completa, a través de
mecanismos fisicoquimicos como la adsorciéon o el intercambio idnico, llevandose a cabo en
principalmente en la pared celular (Mejia, 2006). El proceso de biosorcion involucra una fase sélida y
una fase liquida que contiene las especies disueltas que van a ser sorbidas. Debido a la gran afinidad
de la fase sélida, por las especies de la fase liquida, son atraidas hacia el sélido y enlazado. El proceso
continda hasta que se establece un equilibrio entre el sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido
(Duruibe et al., 2007).

El objetivo general de este estudio fue evaluar la bioadsorcién de cobre y zinc utilizando biomasa seca
de un consorcio de levaduras aisladas de efluentes contaminados.

METODOLOGIA
Muestreo de aguas contaminadas

Se tomaron muestras de tres diferentes sitios de aguas procedentes de los desechos de la mina
Buena Vista del Cobre en Cananea, Sonora, del rio San Pedro. La Estacion 1 (E1) con latitud
30°59°36”N y Longitud 110°18°20” O, es una mezcla, donde se juntaban dos diferentes tipos de agua
gue provenian la primera de las aguas negras de la ciudad que lucian turbias y contaminadas, con
olor desagradable y color oscuro y la segunda, agua contaminada con aspecto anaranjado y turbio
gue se desecha de la mina y ambas se descargan en el lugar. La Estacion 2 (E2), latitud 30°59°35” N y
longitud 110°18°24”0, es un represito donde deposita sus desechos de agua la mina que a simple
vista se notaba muy contaminado y se apreciaba un color espeso y anaranjado. La Estacién 3 (E3) con
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latitud 30°59°1”N vy longitud 110°19°39” O, es un canal de agua que conducia a la E2, aguas de igual
modo desechadas de la mina, pero mas cercanas a ella, la contaminacidn se apreciaba a simple vista,
de varios colores.

Aislamiento

Se llevd a cabo un enriquecimiento en medios liquidos, caldo nutritivo y en TPY (extracto de levadura
(10 g/L), peptona (20 g/L) y dextrosa (20 g/L)) y 10 mL de aguas de cada estacién de muestreo. Fueron
incubados con agitacién durante 24 horas, a 80 rpm y 34 °C. Se resembré a partir de ellos a medios
solidos selectivos y medios generales (agar nutritivo, agar eosina azul de metileno y YPD (Dextrosa 20
g/L, peptona 20 g/L, agar bacterioldgico (20 g/L) y extracto de levadura (10 g/L)) por la técnica de
placa vaciada. Posteriormente se llevé a cabo una seleccion de las distintas colonias que presentaron
crecimiento en los distintos medios de cultivo de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, y se
realizé el aislamiento de las colonias por el método de siembra por estrias, repitiendo la operacién
hasta obtener colonias puras.

Caracterizacion macroscopica y microscopica

La caracterizacién de las colonias se determind por dos métodos: caracterizacién macroscopica y
microscépica de las colonias, ademas de caracterizacién fenotipica por fermentacién de
carbohidratos (reaccién de Molish), para el caso de levaduras.

La caracterizacidn macroscépica de las colonias se determind de acuerdo a la observacion de su
apariencia general: forma, color, tamafio consistencia, elevacion y margen. La caracterizacion
microscépica se llevé a cabo por medio de Tincién de Gram y observacién al microscopio.

Caracterizacion fenotipica por fermentacion de carbohidratos “reaccion de Molish”

En tubos se agregd 1 mL de caldo peptona inoculada de 24 horas con cada levadura aislada. Los
carbohidratos utilizados fueron: sacarosa, dextrosa, lactosa, xilosa, maltosa, rafinosa, fructosa y
almidén al 20%. Se pesaron 1 g de cada uno y se disolvieron en 5 mL de agua destilada. Los
carbohidratos se esterilizaron por filtracion con filtros de 0.22 um de tamaiio de poro. Se agregaron
al tubo estéril 0.5 mL de carbohidrato estéril y 3 gotas de a-naftol y se mezcld, y por las paredes del
tubo se agregd acido sulfurico concentrado de 1-2 mL, se observd la interfase, la reaccion es positiva
si se forma un anillo de color purpura.

Obtencion, crecimiento y tratamiento de biomasa

Se realizé una resiembra o enriquecimiento creando un consorcio de las colonias desarrolladas en el
medio sélido caracteristico YPD a caldo TPY. Se prepararon 30 mL de medio para cada matraz de 150
mL utilizados. Se realizod la inoculacidn, se incubd por 24 horas a 34° C. Se realizé la inoculacion en
matraces de 2 litros con el crecimiento de cada levadura, agregando aire y se incubd con agitacion a
30 °Cy 100 rpm. Para determinar el crecimiento de biomasa en base al tiempo se muestrearon 5 mL
cada hora por 11 horas y se leyeron por espectrofotometria (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis) a
600 nm, hasta que llegd a su maximo desarrollo. La biomasa obtenida pasd al proceso de liofilizacidn,
para lo cual primero se centrifugd todo el medio con crecimiento de las levaduras, a 6500 RPM para
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obtener pellets microbianos, esos pellets fueron lavados varias veces con agua deionizada para
eliminar todos los restos de caldo nutritivo, hasta que el sobrenadante no muestra turbidez y sea
transparente. Se suspendié el pellet en agua de deionizada y se procedid a congelar la muestra, ya
congelada se llevod al liofilizador (Modelo Labconco Freezone 4.5 (vacio 0.5 mBar y -46°C en el
colector) donde permanecié 49 horas.

Para el tratamiento de biomasa, la biomasa en polvo se suspendié en 5 mL de hidréxido de sodio
(NaOH) 0.1 My se agitd por 2 horas a 260 rpm, después se centrifugd por 20 minutos y se decantod el
sobrenadante. Se volvié a lavar con agua de deionizada el pellet microbiano formado, se agitd y se
centrifugd por 17 minutos. Se repitié este proceso hasta obtener un pH de 7 aproximadamente en el
sobrenadante.

Estudios de bioadsorcion del cobre y zinc

Para realizar la cinética de bioadsorcion se prepararon soluciones de cobre a 20 mg/L y 50 mg/L para
el zinc. Se ajusté el pH (3-4) con HCl y/o NaOH. Se hizo por duplicado para cada metal. Se tomaron
muestras de 5 mL de cada matraz a tiempo cero, sin biomasa. A los matraces Erlenmeyer con las
soluciones, se les agregd 0.1 g de biomasa seca pre-tratada y sin tratar, se colocaron en la incubadora
con agitacion (Modelo C76 Water Bath Shaker), 100 rpm, 30°C y se tomaron muestras durante 180
minutos, después se tomd una muestra a las 24 horas y una mas a las 48 horas, para analizar la
concentracién por espectofotmetro de absorcidon atdomica.’El analisis de las muestras se realizd
utilizando el equipo de absorcidon atdmica Perkin EImer modelo Analyst 400, y de esta manera se
obtuvieron los valores de concentracion de Cuy Zn en mg/L.

Caracterizacion de la biomasa seca sin tratar del consorcio de levaduras

La biomasa de levaduras sin tratar fue analizada antes y al término de los experimentos de
bioadsorcion de cobre y zinc. La biomasa fue recuperada de las soluciones en microtubos de
Eppendorf, se centrifugd en una centrifuga (Eppendorf modelo 5424) a 6500 rpm por 3 min, después
la biomasa fue secada en un horno a una temperatura de 70°C, para eliminar el exceso de agua de la
biomasa.

Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia por dispersion de energia de
rayos X (EDS)

Las observaciones de microscopia electrénica se realizaron tomando una muestra pequena de la
biomasa seca sin tratar y se recubrieron con oro antes de su observacién en el Microscopio
Electronico de Barrido (PEMTRON SS 300 + EDS Broker) y Hitachi TM3030 Plus Tabletop microscope +
EDS Broker.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del muestreo y aislamiento

Las caracteristicas del muestreo de las aguas de las Estaciones E1, E2 y E3 del rio San Pedro se
muestran en la tabla 1. La NOM-001-ECOL-1996 estable una concentracién maxima descarga en

91



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

aguas nacionales de 6 mg/L para el cobre y 20 mg/L para el zinc, por lo que las estaciones 2 y 3
rebasan los limites maximos permisibles. Las colonias aisladas fueron 18, de las cuales se
seleccionaron las que crecieron en medio YPD, catalogadas como levaduras para realizar los estudios
de caracterizacion e identificacién.

Tabla 1. Caracteristicas del muestreo realizados a aguas contaminadas del rio San Pedro

Muestra E1 E2 E3
Temperatura 25°C 21°C 21°C
pH 7.2 4.2 3.5
C tracién d b

oncentracion de cobre'y 157y 1.72 7.5y 485 17.3y43.0
zinc, mg/L
Colonias aisladas 13 2 3

Caracterizacion macroscopica y microscoépica

La caracterizacion macroscépica de las colonias, fue un analisis visual de las colonias obtenidas, se
caracterizaron por tener un color blanco-transparente, pequefio y brilloso. La caracterizacion
microscépica, fue mediante el método de tincion de Gram de las células, y se observaron al
microscopio solo las levaduras, las cuales fueron Gram positivas, presentaron formas esféricas y
Ovalos alargados.

Para la identificacion de levaduras realizada por caracterizacidon fenotipica con fermentacion de
carbohidratos, fueron comparados los resultados con tablas reportadas por Madigan et al. (2004), e
identificadas como: Trichosporon asahii, Candida glabrata, Candida pseudotropicalis, Rhodotorula
rubra, Saccaharomyces cerevisiae, Cryptococcus terreus y Candida parapsilosis.

Obtencion de biomasa

La obtencion de biomasa fue con el consorcio de las levaduras, como se muestra en la figura 1, donde
se observa el desarrollo de la biomasa. El crecimiento de la biomasa fue desde la primera hora,
después siguid el crecimiento que se mantuvo constante desde las 6 hasta las 11 horas, cuando
alcanzé el maximo desarrollo, después del proceso de liofilizacidon se obtuvo una produccién de 3.4

g/L.
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Figura 1. Desarrollo poblacional del consorcio de levaduras.

Bioadsorcion del cobre y zinc en sistema por lotes

Los resultados para la bioadsorcion de cobre (Cu) utilizando un consorcio de levaduras formado con
las especies Trichosporon asahii, Candida glabrata, Candida pseudotropicalis, Rhodotorula rubra,
Saccaharomyces cerevisiae, Cryptococcus terreus y Candida parapsilosis, sin tratar, se pueden
observar en la figura 2, donde se logré obtener un 31.7 % de biadsorcién de cobre en los primeros
180 minutos, un 41.34% de biadsorcion a los 1440 minutos (24 horas) y un 46.58 % de biadsorcion a
los 2880 minutos (48 horas) (ver tabla 2), demostrando asi que la bioadsorcion es mas rapida en los
primeros minutos y el mayor porcentaje de biadsorcidn se obtiene a los 48 horas.

El proceso de bioadsorcién de Cu utilizando biomasa pre-tratada con hidréxido de sodio 0.1 M, se
realizé con el propdsito de mejorar la capacidad funcional de bioadsorcién de la biomasa, la cinética
de adsorcion se puede observar en la figura 3, que permite apreciar un resultado de un 32.13% de
bioadsorcion a los 180 minutos, un 36.18% de bioadsorcién después de 1440 minutos (24 horas) y un
42.9% de bioadsorcion después de 2880 minutos transcurridos (48 horas) (ver tabla 2), demostrando
de igual modo que en la biomasa sin tratar la bioadsorcion es mas rapida en los primeros minutos y el
mayor porcentaje de bioadsorcion se da a las 48 horas. Shroff et al., 2012, trabajaron con tratamiento
acido de biomasa seca, y reportan resultados de mayor a menor concentracion en la bioadsorcion de
metales. En el caso del cobre, hay estudios que reportan que la adsorcién de cobre con biomasa de
levaduras tratada con NaOH y etanol, mejora las propiedades de biadsorcion (Zhang et al., 2010).
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Figura 2. Porcentaje de bioadsorcién para el cobre con biomasa de levaduras seca sin tratar.

35
30
25
20
15

10

% de biadsorcion de Cu

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo (minutos)

Figura 3. Porcentaje de bioadsorcién para el cobre con biomasa de levaduras seca pre-tratada.

Con la biomasa seca formada del consorcio de levaduras se evalud la bioadsorcion de zinc (figura 4),
donde se logré obtener un 30.33% de bioadsorcion en los primeros 180 minutos, un 35.3% de
bioadsorcion a los 1440 minutos (24 horas) y un 38.86% de bioadsorcién a los 2880 minutos (48
horas) (ver tabla 2). Cuando se utilizd la biomasa de levaduras seca pre-tratada (figura 5) se logré
obtener un 30.66% de bioadsorcion en los primeros 180 minutos, un 34.68% de bioadsorcion a los
1440 minutos (24 horas) y un 40.28% de bioadsorcién a los 2880 minutos (48 horas) transcurridos
(ver tabla 2), demostrandose de igual manera, en las dos situaciones que la bioadsorcion es mas
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rapida en los primeros 180 minutos y tiene un mayor porcentaje de bioadsorcién en los 2880 minutos
(48 horas). En la tabla 2 se muestran los resultados de bioadsorcion de cobre y zinc con biomasa seca
pre-tratada con NaOH y sin tratar a los 2880 minutos (48 horas).

Esta biomasa presenta una preferencia de adsorcién mayor del cobre que para el zinc tanto con
biomasa pre-tratada y sin tratar. El porcentaje de remociéon de metales pesados en soluciones
acuosas depende de la cantidad del metal que biosorbe la biomasa y esta cantidad a su vez, es
funcion de la capacidad de intercambio de la biomasa-metal (Platt, 2011).
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Figura 4. Porcentaje de bioadsorcidn para el zinc con biomasa de levaduras seca sin tratar.
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Figura 5.Porcentaje de bioadsorcion para el zinc con biomasa de levaduras, seca pre-tratada.
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Tabla 2. Resultados de bioadsorcion de cobre y zinc con biomasa seca
pre-tratada con NaOH y sin tratar a las 48 horas.

Biomasa seca Biomasa seca
Pre-tratada (%) Sin tratar (%)
Cobre 42.9 46.58
Zinc 40.28 38.86

Caracterizacion de biomasa seca del consorcio de levaduras sin tratar

En la figuras 6a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras sin tratar y sin metales,
esta fotomicrografia fue realizada a la biomasa antes de los experimentos de bioadsorcion en sistema
por lotes y se observa la forma de las levaduras muy definidas. En la figura 6b se muestra el EDS en
donde se puede observar que existen otros elementos pero no cobre y zinc.

En la figura 7a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras sin tratar después del
proceso de bioadsorcién del cobre y se observa un aglomeramiento y la forma de las levaduras, y en
la figura 7b se muestra el EDS en donde se puede observar que existen otros elementos ademas del
cobre.

En la Figura 8a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras sin tratar después de la
bioadsorcion del zinc y se observa la forma de las levaduras pero no tan definidas como cuando no
tiene el metal y en la Figura 8b se observa el EDS, donde se muestran que existen otros elementos
ademas del zinc.

a) b)

Figura 6. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-sin metal del proceso de
bioadsorcidn de biomasa seca de levaduras sin tratar.
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Figura 7. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-con metal del proceso de
bioadsorcion de biomasa de levaduras seca sin tratar después de la bioadsorciéon de cobre.
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Figura 8. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-con metal del proceso de
bioadsorcidon de biomasa de levaduras seca sin tratar después de la bioadsorcién de zinc.
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CONCLUSIONES

Se lograron aislar e identificar las levaduras de los efluentes contaminados del rio San Pedro.Se
obtuvo un liofilizado del consorcio de levaduras aisladas y con los estudios de MEB se mostré la
integridad celular de las levaduras. No se observd una diferencia significativa en los procesos de
bioadsorcion utilizando biomasa seca pre-tratada y sin tratar con ambos metales. La caracterizacion
por MEB y EDS corrobord la presencia de los metales de cobre y zinc en la biomasa de levaduras
después del tratamiento.

El proceso de bioadsorcién de cobre y zinc con biomasa seca de levaduras sin tratar representa una
alternativa de solucion para la disminucién de la concentracién de Cu y Zn.
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CAPITULO IX

PRESENCIA DE HELMINTOS EN AVES DE POSTURA EN UNA GRANJA DEL SUR DE
SONORA

Munguia Xdchihua, J.A.; Hernandez Martinez, M.A.; Flores Rodriguez, L.A.; Molina Barrios, R.M., y
Cedillo Cobian J.R.

Departamento de Ciencias Agrondmicas y Veterinarias. Instituto Tecnoldgico de Sonora, 5 de febrero
818 sur. Cd. Obregdn, Sonora. 01(644) 4109000. javier.munguia@itson.edu.mx
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RESUMEN

En la produccidn intensiva de aves de postura se tienen que controlar los factores ambientales,
manejo, nutricién y sanitarios, dentro de estos ultimos los agentes parasitarios merman en forma
subclinica la produccidon avicola. El objetivo fue determinar la frecuencia y los géneros de céstodos
presentes en aves de postura en una explotacién avicola en el Sur de Sonora. Se muestrearon dos
lineas con aves Bovans White. El tamafio de muestra se determind por medio de la formula de
muestreo simple aleatorio donde se obtuvo 472 muestras, las cuales se obtuvieron recolecando
debajo de las jaulas con bolsas de plastico que se identificaron por grupo, edades y por fila de jaulas.
El total por dia recolectado se colocaron en una bolsa grande, y se identificaron para posteriormente
ser enviadas al Laboratorio de Parasitologia del Departamento de Ciencias Agrondmicas y
Veterinarias del Instituto Tecnolégico de Sonora, Unidad Nainari, en donde se le realizaron las
técnicas para obtencidon de huevos de parasitos gastrointestinales, cualitativa de flotacion vy
cuantitativa de Mc Master. Los resultados obtenidos muestran que de las caseta 1y 2 de un total 472
muestras de las cuales 231 (48.9%) fueron positivas y 241 (51.1%) negativas. En la caseta 1 de 283
muestras 177 (62.5 %) fueron positivas y 106 (37.5%) negativas. Se encontré 236 infecciones
individuales, 50 dobles y 3 triples. Se encontrd la presencia de Eimeria spp. 40.2%, Strongyloides spp.
30.5%, Ascaridia galli 3.3%, Raillietina spp. 1.1%, Trichostrongylus spp. 1.1%. En la caseta 2 de 189
muestras 54 (28.6%) fueron positivas y 135 (71.4%) fueron negativas. Con 73 con infestaciones
sencillas, 16 dobles y 2 triples. Se encontrd la presencia de Eimeria spp. 6.9%, Strongyloides spp.
21.1%, Heterakis gallinae 9%, Trichostrongylus 1%, Amidostomum spp. 1%. Se concluye que se
demuestra la presencia de nematodos, céstodos y protozoarios gastrointestinales en aves de postura
en bateria, lo cual no es comun, por lo que es necesario realizar un programa de control especifico
para disminuir o evitar los efectos detrimentales en el crecimiento y produccién de huevo en la
explotacion en estudio del Sur del Estado de Sonora.

INTRODUCCION

La avicultura en México tiene un crecimiento continuo, principalmente en la cria de pollo de engorda
y de gallinas ponedoras, en donde se eficientiza el espacio para obtener la mayor productividad, ya
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sea en kilos de carne o huevo, para disponer de mayor cantidad de proteina de origen animal a una
poblacién humana en constante crecimiento.

Como todas las especies domésticas, las aves pueden ser afectadas por agentes patdgenos, como son
las bacterias, virus y parasitos, donde se han estudiado mds a fondo los primeros dos mencionados
por el alto porcentaje de morbilidad y mortalidad que ocasionan, a diferencia de los agentes
parasitarios que se presentan por lo general en forma subclinica, sus efectos patdgenos unidos a
otros factores, afectan la conversion alimenticia afectando la produccidon de huevo, se favorece la
presencia de otro agentes patdgenos y en ocasiones hasta la muerte del huésped (Wongrak et al.,
2015).

La avicultura tiene un papel importante en el sector pecuario del Estado de Sonora, debido a las
caracteristicas geograficas y el tipo de clima semiarido, tiene produccién de huevo en baterias en
granjas tecnificadas, por lo que es necesario el control del clima extremoso que se presenta en la
region, proporcionar condiciones de temperatura controladas, una adecuada nutricién y nivel
sanitario de agentes patdgenos entre ellos los parasitarios se favorecera obtener éptimos niveles de
produccion. Debido a lo anteriormente expuesto, el objetivo dde este estudio fue determinar Ia
presencia de helmintos en una granja tecnificada de gallinas en produccidon de huevo.

METODOLOGIA
Localizacion del estudio

Se realizd en una granja de aves productora de huevos, ubicada en el campo 29, con direccion a la
calle Luis Donaldo Colosio Murrieta nimero 128; dentro de los limites del Municipio de Cajeme, del
cual Ciudad Obregodn, es la cabecera y segunda ciudad en tamafio e importancia del Estado de Sonora,
México.

El clima es seco y caluroso durante todo el afio, con dias soleados y noches claras. En julio, agosto y
septiembre son los meses mas lluviosos del afio. Durante verano se pueden presentar tormentas asi
como tormentas de arena, y durante el invierno la temperatura nocturna baja considerablemente. La
temperatura media anual es de 25 C (http://www.pricetravel.com.mx/ciudad-obregon/clima).

Caracteristicas de la granja

El estudio se realizé en una granja del Sur de Sonora, que tiene dos casetas con un pasillo central y
dos por cada lado de las baterias, con aves de la linea Bovans White de entre 70 y 90 semanas de
edad, alojadas en jaulas de dos pirdmides con tres o cuatro aves por jaula. La seccidon 1 es una caseta
del tipo rustico con aves de 90 semanas de edad, ésta cuenta con cuatro filas sencillas de jaulas; la
seccion 2 aloja aves mas jévenes de 70 semanas de edad, es de tipo convencional con cuatro filas de
jaulas de pirdamide con dos niveles, en ambas se tenia una poblacion de 1400 aves.

Determinacion del tamafo de muestra

Se determind por medio de la formula de muestreo simple aleatorio (Scheaffer y Mendenhall, 1987),
se obtuvo un tamafio de muestra de 472, las cuales se recolectaron 20 muestras por fila de jaulas en
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el caso de la caseta rustica, en total fueron 80 muestras por muestreo; en el caso de la caseta
convencional se tomaron de las cuatro filas 20 muestras por fila de jaulas para obtener 472 muestras.
Las muestras de heces se recolectaron cada 15 dias por 2 meses. Estas se obtuvieron debajo de las
jaulas con bolsas de plastico, con una separacion de 5 a 10 jaulas por toma de muestra. Se
identificaron por grupo, edades y por fila de jaulas. Se colocaron en una bolsa grande por fila de
jaulas de muestreo para inmediatamente ser trasladadas al Laboratorio de Parasitologia del Programa
Educativo de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Departamento de Ciencias Agrondmicas y
Veterinarias (CAV) del Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON) Unidad Nainari, en donde se le
realizaron las pruebas coproparasitoscopicas cualitativa de flotacién y cuantitativa de McMaster,
ésta Ultima indica el nimero de huevos presentes por gramo de heces (Hendrix, 1999 y Munguia,
2014). Los resultados se muestran en estadistica grafica descriptiva (Wayne, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

En dos casetas se tomd un total de 472 muestras, de las cuales 231 (48.9%), fueron positivas y
negativas 241 (51.1%). En la caseta 1, de 283 muestras, 177 (62.5%,) fueron positivas y 106 (37.5%)
negativas. Se encontraron 236 infecciones individuales, 50 dobles y 3 triples. En la caseta 2, de 189
muestras, 54 (28.6%) fueron positivas y 135 (71.4%) fueron negativas. Se encontraron 73 muestras
con infestaciones sencillas, 16 dobles y 2 triples (tabla 1).

Los resultados demuestran que existe mayor frecuencia de parasitos gastrointestinales en la caseta 1,
la cual es menos tecnificada. Por género parasitario se encontrd a Eimeria spp. 40.2 %, Strongiloydes
30.5 %, Heterakis spp. 28.2%, Ascaridia galli 3.3 %, Raillietina spp. 1.1%, y Trichostrongylus 1.1 %
(tabla 2 y figura 1).

En la caseta 2 se encontrd la presencia de Eimeria spp. 6.9%, Strongyloides spp. 21.1%, Heterakis
gallinae 9%, Trichostrongylus 1%, Amidostomum spp. 1% (tabla 2 y figura 2).

Resultados similares fueron encontrados en dos granjas productoras de huevo en el Sur de Sonora
(Gutiérrez, 2010). Se ha reportado que la Musca doméstica es el principal vector de los céstodos en
aves pero no hay referencia en su participacién en el ciclo bioldgico de otros parasitos encontrados
en este estudio como Heterakis gallinae, Ascaridia galli, Trichostrongylus spp., Amidostomum spp., lo
cual sugiere que estos insectos intervienen en el ciclo biolégico de otros agentes parasitarios,
supuesto que hay que comprobar.

Para ambas casetas se muestra que hay cantidad importante de huevos u ooquistes por gramo de
heces, en la caseta 1 se muestra que los parasitos con mayor cantidad de HGH son: Eimeria spp.,
Heterakis gallinae, Strongyloides spp. y Trichostrongylus spp.; para la caseta 2 son: Eimeria spp.,
Ascaridia galli, Heterakis gallinae, Strongyloides sp.p y Trichostrongylus spp., lo cual es indicativo que
el ciclo evolutivo de estos parasitos esta establecido en ambas casetas de aves de postura del estudio
(tablas 3y 4).
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Tabla 1. Numero y porcentaje de pardsitos en una explotacion de gallina de postura del Sur de
Sonora, México.

Caseta 1
Muestras |Positivas| % |Negativas| % |Individuales| Dobles | Triples
283 177 62.5 106 37.5 236 50 3
Caseta 2
189 54 | 286| 135 | 714 | 73 | 16 [ 2 |

Tabla 2. Porcentaje de frecuencia de helmintos y protozoarios presentes en
una explotacidn de gallinas de postura del Sur de Sonora, México.

Caseta 1 Caseta 2
Parasito Porcentaje % |Parasito Porcentaje %
Eimeria spp 40.2 Eimeria spp 6.9
Strongyloides spp 30.5 Strongyloides spp 211
Heterakis gallinae 28.2 Heterakis gallinae 9
Ascaridia galli 3.3 Ascaridia galli 0
Rallietina spp 1.1 Rallietina spp 0
Trichostrongylus spp 1.1 Trichostrongylus spp 1
Amidostomum spp 0 Amidostomum spp 1

Muestreol Muestreo 2 Muestreo 3 Muetreo 4
i Eimeria pp = Strongyloides avium Heterais Galinae
e M5y idim Galli == Rzillietinag spp Amidostomum spp

i Trichostrangylus Tenius

Figura 1. Total de muestras positivas y pardsitos en caseta 1 en una granja del Sur de Sonora.
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g Trichostrongylus Tenius

Figura 2. Total de muestras positivas y pardsitos en caseta 2 en una granja
del Sur de Sonora.

Tabla 3. Promedio de huevos por gramo de heces en caseta 1, en una explotacion de gallinas de
postura del Sur de Sonora, México.

Género Muestreo h/g/h Rango
Parasitario 1 Rango 2 Rango 3 Rango 4 Rango Total

Eimeria spp 27.28 50- 8250 | 7.48 | 50 - 250 0 0 2.64 |50-150| 50-8250
Ascaridia galli 9.24 0 - 800 7.94 | 0-200 | 11.54 | 0-800 | 3.56 0 50 - 800
Heterakis gallinae 28.75 0-900 | 68.37| 0-550 3 0-150 | 5.87 | 0-850 50-900
Strongoides avium 24.41 | 50-4250) 20.98 | 0-2000| 30.51 | 0-100 | 9.41| 0-50 50 - 4250
Trichostrongylus tenuis 0 0 0 0 5 50- 1350 | 67.5 [ 0-50 0-100
Amidostomum spp 0 0 0 0 100 0- 100 0 0 0-100
Rallietina spp 0 0 0 0 100 0- 100 0 0 0- 100
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Tabla 4. Promedio de huevos por gramo de heces en caseta 2, en una explotacion de gallinas de
postura del Sur de Sonora, México.

Género Muestreo h/g/h Rango
Parasitario 1 Rango 2 Rango 3 Rango 4 Rango Total
Eimeria spp 28.14 0 - 250 0 0 6 0-350 | 22.7 [ 0-100 100- 350
Ascaridia galli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Heterakis gallinae 18.7 0-2300 17 0-550 | 24.56 0-150 |27.94| 0-400 50-2300
Strongoides avium 40 0-2300 20 0-8940 30 0-50 25 0-50 50-8940
Trichostrongylus tenuis 0 0 0 0 100 0-100 0 0 0-100
Amidostomum spp 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rallietina spp 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Es frecuente que sea un tema de discusion la hora de toma de muestras granjas de aves, un estudio
mostré que los picos de consumo de alimento en gallinas de postura son de 8-10 Am y de 17:00 a
19:00 hrs (Choi et al., 2004), ya que por lo general, después de alimentarse se activa el reflejo de
defecacion, por ello la hora de muestras en el dia es un factor a considerar para encontrar huevos en
las heces, el fendmeno de excrecién de huevos por medio de las heces al ambiente presenta variables
qgue afectan su presencia como son: concentracion de las heces, cantidad diaria, consistencia, y el
flujo de las heces (Wongrak et al., 2015). Ademas hay otros factores como son: la variacién en la
fecundidad y excrecién de huevos de cada parasito, distribucion desigual en las heces, resistencia del
huésped, y baja sensibilidad de la prueba diagndstica utilizada para determinar la presencia de
huevos en heces, un estudio demostré que la excrecion de huevos de nematodos en aves es mayor
en el dia que durante la noche (Wongrak et al., 2015). La toma de muestras en la mafana en este
estudio fue adecuado y los factores mencionados no influyeron en el resultado al encontrarse huevos
y ooquistes en heces, evidenciando la presencia de una variedad de helmintos y protozoarios en la
granja en estudio.

Con respecto a los factores que tienen influencia en el resultado de la técnica coproldgica son: tipo y
densidad de la solucién concentradora y procedimiento de la técnica de flotacion, fueron controlados
en el laboratorio de Parasitologia del Instituto Tecnoldgico de Sonora; pero los factores bioldgicos
como tipo de huevo, fluctuaciones dentro y entre dias de eliminacion de huevos, consistencia de las
heces, agrupacién de los huevos dentro de las heces, la cantidad de huevos diaria, varia en el curso de
la infeccién, vy la cantidad diaria de toma de heces también pueden influir en la precision de la
cantidad representativa (carga de adultos), en los promedios de HGH (Gurbuz et al., 2011 y Gurbuz et
al., 2014).

Por medio de la presencia de huevos en heces se puede estimar la intensidad de la infeccion, es un
proceso universal para determinar la concentracion de huevos que se expresa en huevos por gramo
de heces (HGH), este valor se utiliza para varios propdsitos como diagndstico y resistencia a
compuestos quimicos (Stear et al., 2007; Villanueva et al., 2006).

Al encontrarse diferentes huevos y ooquistes de protozoarios queda evidente que los factores del

huésped, del parasito y de la técnica diagndstica no fueron de consideracion y se muestra la presencia
de diferentes cargas de huevos por gramo de heces como se muestra en las tablas 3 y 4.
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En un estudio realizado en gallinas de traspatio se encontrd una frecuencia en orden descendente:
Heterakis spp. con 86.7 %, Strongiloydes avium en un 74,5 %, Raillietina tetragona con 64.3 %, y
Ascaridia galli con 34,7 % (Luna-Olivares et al., 2006). Se infiere que el sistema de produccion de
gallinas de traspatio de forma libre influye directamente en el ciclo bioldgico de las parasitosis,
afectando directamente en la produccién tanto de huevo como de carne, es por ello que es muy
importante tomar medidas adecuadas, tanto en el aspecto alimenticio como el sanitario (Pardo,
2000); con esta informacién se infiere de la importancia que tienen las instalaciones tecnificadas o
semi tecnificadas para la higiene y salud de las aves en produccién.

Se realizé un estudio en pollo de engorda en Arkansas USA, se observaron los intestinos en los cuales
se encontrd Ascaridia galli 37.3%, Raillietina cesticillus 67.2% y Heterakis gallinarum 7.5% (Wilson, et
al., 1994). Un estudio realizado en gallinas ponedoras en piso evaluando el tipo de cama encontrd
gue hay una relacién con el tipo de cama y la frecuencia de parasitos que fueron: Ascaridia galli
menos del 10%, Heterakis gallinarum del 68-80% y Capillaria spp. de 30-58% (Maurer et al., 2009).
Los tres estudios muestran que son frecuentes las parasitosis en granjas tecnificadas con crianza en
piso y en crianza organica de aves.

Los géneros de Ascaridia, Heterakis, Capillaria y Syngamus son por lo general los nematodos comunes
en la produccién avicola de traspatio o no tecnificada. El nematodo Ascaridia puede reducir la
ganancia de peso y la eficiencia alimenticia, no afecta mucho a pollos de engorda por el corto periodo
de vida de estas aves. En forma ocasional se le ha encontrado en aves en produccién de huevo (Ruff,
1999). En relacién al trabajo realizado tiene cierta relacion pues encontramos presencia de dos de
ellos Ascaridia spp. en la caseta uno que es del tipo rustico y presencia de Heterakis gallinarum con
mayor porcentaje en las dos casetas, también se presenté Ascaridia galli los cuales estan asociados a
disminucién de la produccién y la salud de sus huéspedes (Permin et al., 2003).

Los céstodos se encuentran con frecuencia en produccion de aves de traspatio, es un problema poco
comun en aves en produccion de engorda, aunque se ha encontrado hasta un 70% de aves de
engorda infectadas. Los céstodos por lo general causan pocas lesiones y dafios (Ruff, 1999).

La presencia de céstodos, nematodos, y protozoarios encontrados en este estudio sugieren que se
establecié en el caso de la presencia de Rallietina spp., Ascaridia galli y Heterakis gallinae, un ciclo
biolégico que permite la infestacion influida por la presencia de larvas y adultos de Musca doméstica
y coledpteros coprofagos (Cordero y Rojo, 1999), el supuesto es que la fases evolutivas (larvas) que
se desarrollan en las heces de las aves, consumen sus huevos, se libera la larva del pardsito que se
enquista en tejidos de las larvas, cuando los insectos adultos emergen de alguna forma estos son
consumidos por las aves y se desarrolla el estado adulto de los parasitos en las aves.

Para el establecimiento de un ciclo biolégico se debe considerar los factores internos de las casetas;
limpieza, humedad e instalaciones, asi como los factores externos de la granja como son la limpieza,
instalaciones y otras explotaciones vecinas que se encuentra a su alrededor, son factores que
favorecen la presencia de los huéspedes intermediarios en las casetas de aves de postura y son parte
del establecimiento del ciclo biolégico en las explotaciones avicolas.

También se reporta la presencia de Hymenolepis spp., Raillietina spp., Trichostrongylus spp. (Quiroz,
1984 y Soulsby, 1987), Amoebotaenia cuneata, Choanotaenia infundibulum, Davainea proglottina,
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Echinostoma revolutum, Hymenolepis spp., Raillietina spp. (Gordon y Jordan, 1985). Pero no se indica
en qué tipo de explotacién.

Un estudio previo realizado en la region del Valle del Yaqui en dos granjas de gallinas de postura se
encontré los siguientes parasitos: En la granja uno se encontrdé un porcentaje global de los parasitos
encontrados en dos secciones: En la seccion 10 se presentd con mayor frecuencia Heterakis
gallinarum (36%), Hymenolepis spp. (22.66%), Raillietina spp. (6.66%); en la seccién 4 se localizé a
Trichostrongylus spp. (38.88%), Hymenolepis spp. (5.55%), Raillietina spp. (5.55%) (Gutiérrez, 2010).
El estudio anteriormente mencionado no encontrd la presencia de Eimeria; como acontecié en este
estudio (tablas 2, 3 y 4) en aves de postura, por lo que toma relevancia por no haber reportes en este
tipo de explotaciones.

Son siete especies de Eimeria que infectan a los pollos y son muy especificas de huésped, que causan
hemorragia (E. brunetti, E. necatrix y E. tenella), mala absorcién (E. acervulina, E. mdxima, E. mitis y E.
praecox), unas mas patdgenas que otras. Son protozoarios de alta prevalencia y pueden persistir en el
ambiente, incluido en las heces y basura (que sirve como cama o sustrato). Todos los pollos y gallinas
gue son expuestos pueden ser infectados. En producciones con mal manejo sanitario se presenta alta
morbilidad y mortalidad, si las infecciones son parcialmente controladas se convierte en enfermedad
subclinica, que es comun y es econédmicamente relevante por afectar la conversién alimenticia,
incrementar el consumo de alimento, pérdida de pigmento en la piel, pérdida y baja ganancia de
peso, que se traduce en una reduccion en la produccidon de huevo y disminucion en el crecimiento, en
pollo de engorda y gallinas de postura, asi como se pueden presentar asociaciéon bacterianas que
aumentan el impacto en la disminucion en la produccién y mortalidad (Ruff, 1999 y Blake y Tomley,
2014).

Para el control de la coccidiosis es importante realizar las acciones adecuadas como limitar la
esporulacion de los ooquistes, restringir el acceso de las aves a las heces infectadas, tener limpia la
cama, control adecuado de los niveles de temperatura, humedad y ventilacién, asi como limpieza
sistematica bajo y entre las baterias de las casetas. Asi como el control por medio de compuestos
guimicos que pueden ser coccidicidas o coccidiostatos (Blake y Tomley, 2014). Este estudio mostrd
qgue la mayor prevalencia fue de Eimeria spp., por lo cual es necesario determinar la fuente de
infeccidon, asi como tomar medidas drasticas para evitar o disminuir la presencia del protozoario y de
este modo evitar los dafios que ocasiona a sus huéspedes, afectando sus caracteristicas productivas y
en ocasiones con alta mortalidad.

La presencia de parasitos en la produccion de aves es mas frecuente cuando el ciclo bioldgico es corto
y directo como sucede en: Eimeria spp., Ascaridia galli, Heterakis gallinarum, y Capillaria spp. La
crianza de aves en forma libre o en el patio trasero es una oportunidad para los parasitos que
requieren huésped intermediario y puedan infectar a su huésped. Diversos autores indican que la
Musca doméstica es el principal vector de los céstodos en aves (Borchert, 1981; Cordero y Rojo,
1999), pero no hay referencia en su participacion en el ciclo biolégico de otros parasitos encontrados
en este estudio como Heterakis gallinae, Ascaridia galli, Trichostrongylus spp., Amidostomum spp.,
lo cual se sugiere que estos insectos intervienen en el ciclo bioldgico de otros agentes parasitarios,
supuesto que hay que comprobar.

Es probable que en las heces que permanecen adheridas en las varillas del piso de la jaula y la
humedad ambiental o fugas de agua, pueden favorecer la esporulacion de Eimeria spp. Para el
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desarrollo de la fase infectante de los huevos de Ascaridia galli, Heterakis gallinae, Strongyloides
avium, los cuales son ingeridos por la coprofagia que se presenta en las aves de postura en casetas
elevadas, supuesto que también debe ser comprobado con un estudio especifico de transmision y
epidemioldgico que muestre las evidencias respectivas.

Es conocido que la frecuencia de las parasitosis internas en las aves es baja en explotaciones
intensivas y mas en produccion de huevo en jaula elevada, sin embargo, se encontraron varios tipos
de helmintos que parece han logrado adecuar el ciclo bioldgico a las condiciones de las casetas y la
presencia de diferentes vectores que estan en las heces de las aves, lo cual favorece la infeccién de
las gallinas de postura. Los dafios que ocasionan afectan a diferentes niveles la produccién de huevo y
carne de aves comerciales, por lo cual su presencia debe ser disminuida o evitada por medio de un
programa de control especifico de bioseguridad en la granja, cuidando la entrada de insectos, aves
silvestres o roedores a la granja que puedan propiciar el seguimiento en el ciclo bioldgico de los
parasitos. Otro punto es la eliminacion de estos pardsitos por medio de la aplicacion de compuestos
guimicos, tomando en cuenta los agentes parasitarios presentes en la explotacién y determinando
cual de ellos es el mas patdgeno para elegir el desparasitante o farmaco especifico, que elimine o
controle las poblaciones de los parasitos, para tener una produccion de huevo dptima permitiendo la
rentabilidad de las empresas avicolas.

CONCLUSIONES

Se demuestra la presencia de nematodos, céstodos y protozoarios gastrointestinales en aves de
postura en bateria, lo cual no se habia reportado en el Sur del Estado de Sonora. Por lo cual es
necesario realizar un programa de control especifico, para disminuir o evitar los efectos detrimentales
en la produccion de huevo en la explotacién del Sur del estado de Sonora.
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RESUMEN

La produccién de caprinos en el Estado de Sonora se realiza por lo general en pastoreo favoreciendo
la infeccion por el nematodo H. contortus (Hc), que ocasiona importantes pérdidas econdmicas. En el
Estado de Sonora no hay estudios sobre las caracteristicas de la infeccién en caprinos, que aporten
conocimientos parasitolégicos de H. contortus en clima semiarido. Se realizaron visitas al rastro de
Bacum, Sonora, del 5 de enero al 30 de julio del 2015, en donde se recolectaron 368 abomasos de
caprinos infectados en forma natural. El abomaso fue incidido a lo largo de la curvatura mayor y
lavado lentamente varias veces. Los parasitos adultos se colectaron en una caja de Petri con un
amortiguador de fosfatos (PBS, pH 7.2). Se lavaron a temperatura ambiente y se identificaron con
base a sus caracteristicas morfoldgicas, se contabilizaron en total y por sexo. Asi mismo se realizé la
lectura de pH de la zona fundica y pildrica por medio de tiras reactivas indicador de pH. Se colectaron
368 abomasos de los cuales 212 (58%) fueron positivos y 156 (42%) negativos. Se obtuvo un total de
26,599 parasitos identificados como H. contortus de los cuales 17,341 (65%) fueron hembras y 9,258
(35%) machos. El rango en hembras fue de 1 a 658 y en machos de 1 a 529 ejemplares. El pH
observado en regiéon fundica fue de 5 (49.5%) y 6 (46.5%), en la region pildrica pH de 5 (52.2%) y 6
(43.8%). La presencia de Hc es un indicador de que hay zonas ecolégicos que albergan en el pasto a
larvas tres infectantes del nematodo abomasal en clima semidrido. Las poblaciones son mayores de
hembras que de machos como se ha reportado, lo cual puede ser una respuesta biolégica de
adaptacion y sobrevivencia para que haya mas huevos y por ende mas larvas tres infectantes (L3) en
el ambiente para que continuden el ciclo evolutivo. El abomaso sano tiene un pH 2-3, el cual varia por
el tiempo de medicidn, asi como se reporta que la presencia de H. contortus aumenta el pH abomasal,
que disminuye la digestion de los alimentos y la produccion de carne y leche. Se concluye que fue
mayor la cantidad de hembras que de machos por abomaso y el pH de abomaso esta aumentado. Las
poblaciones de H. contortus encontrados permiten inferir que es necesario el control quimico para
disminuir la cantidad de parasitos y mejorar las caracteristicas productivas de los huéspedes.

110



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

INTRODUCCION

En la parte sur del estado de Sonora predomina el clima semiarido, en donde se realiza la produccién
de caprinos en forma extensiva con pastoreo diurno y encierro nocturno. En las regiones donde la
produccion esta basada en el pastoreo, por lo general no es comudn la trasmisién de nematodos
gastroentéricos (NGE), pero éstos han logrado adaptarse a estas condiciones climaticas creando areas
endémicas, que afectan a los caprinos compitiendo por los pocos nutrientes que el huésped obtiene
de vegetacion caracteristica de éste ecosistema (Sykes et al., 1992).

La infeccién con NGE puede cursar de forma subclinica y crénica en el abomaso, intestino delgado e
higado, los animales reducen su consumo de alimento entre un 15 a 20 %, se pueden presentar casos
de anorexia aguda, daino a los tejidos, anemia, toxemia y obstruccion de drganos. En particular en el
abomaso se perturba la calidad de las células secretorias, afectando la cantidad y calidad del acido
clorhidrico, lo que conlleva a la modificacién en el valor pH hasta 6.5 y se disminuye la eficacia de la
digestion (nitrégeno digestible en 25%) y absorcidn de nutrientes. En algunos casos se puede
observar anorexia aguda, anemia, toxemia, dafo a los tejidos, y obstruccién de drganos y muerte en
animales jovenes (Symons, 1995 y Simpson, 2000).

El éxito en la rentabilidad de un sistema de produccion caprino, se basa en obtener una satisfactoria
cosecha de cabrito y produccion de leche, lo cual es el reflejo de una adecuada nutricidn, fertilidad y
prolificidad del hato, sin embargo, fallas en el manejo sanitario ocasionan infestaciones parasitarias
en la poblacién animal. Esta situacion genera bajos rendimientos y en casos mas severos, la pérdida
parcial o total de la cosecha por alta mortalidad. Hoemonchus contortus es un nematodo abomasal,
es un patdgeno primario hematéfago, capaz de afectar clinica y sub-clinicamente a la poblacidon joven
y adulta de caprinos y ovinos. Reduce el metabolismo energético de mantenimiento y produccién,
gue ocasiona los casos de anemia que son comunes por la severa pérdida de sangre, mientras que
una baja conversion alimenticia y pérdida de peso es observada en animales en produccion y con
frecuencia alta mortalidad en animales jovenes, causando importantes pérdidas econdmicas (Angulo
et al., 2010 y Symons, 1995).

En nematodo Haemonchus contortus es frecuente en cimas tropicales y subtropicales, pero se ha
adaptado a diferentes climas (Simpson, 2000). En el Estado de Sonora, México, a pesar de tener un
clima drido y semiarido se encuentran nichos ecolégicos capaces de mantener poblaciones de
nematodos gastroentéricos en hatos caprinos de produccién en pastoreo. Por su impacto negativo en
la produccién y rentabilidad de las empresas caprinas, hace necesario realizar estudios sobre las
caracteristicas de la infeccion natural de Haemonchus contortus en caprinos, los cuales se
desconocen, de este modo se aportarian conocimientos parasitolégicos del nematodo abomasal en
clima semidrido.

Por lo cual el objetivo fue determinar la presencia de Haemonchus contortus y de cuantificar y sexar

los parasitos presentes y medir el pH abomasal de caprinos infectados en forma natural del municipio
de Bacum, Sonora, México.
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METODOLOGIA

Se realizaron visitas al rastro de Bacum, Sonora, México, del 5 de enero al 30 de julio del 2015, en
donde se recolectaron 368 abomasos de caprinos infectados en forma natural. Se conservaron a
temperatura ambiente para ser trasladados al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria del Programa
Educativo de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Departamento de Ciencias Agrondmicas y
Veterinarias del Instituto Tecnoldgico de Sonora. El abomaso fue incidido a lo largo de la curvatura
mayor y lavado lentamente varias veces. Los parasitos adultos se colectaron en una caja de Petri con
un amortiguador de fosfatos (PBS, pH 7.2). Se lavaron a temperatura ambiente y se identificaron con
base a sus caracteristicas morfoldgicas, se contabilizaron en total y por sexo (Symons, 1985; Angulo et
al., 2010). Asi mismo se realizo la lectura de pH de la zona fundica y pildrica por medio de tiras
reactivas indicador de pH. Los resultados se muestran en estadistica descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron un total de 368 abomasos de caprinos de los cuales el 212 (58%) fue positivo y 156
(42%) negativo, se obtuvo un total de 26,599 pardsitos identificados como Haemonchus contortus de
los cuales 17,341 (65%) fueron hembras y 9,258 (35%) machos. El total de los pardsitos dieron un
peso estimado de 90 gramos. El rango en hembras fue de 1 a 658 y en machos de 1 a 529. El pH
observado en regién fundica fue de 5 (49.5%) y 6 (46.5%), en la regidn pilérica pH de 5 (52.2%) y 6
(43.8%) (tablas 1y 2).

Tabla 1. Recoleccion y lecturas de pH de abomasos de origen caprino.

Positivos Negativos
Total Numero Porcentaje Numero Porcentaje
368 212 58 156 42
pH Numero Porcentaje Numero Porcentaje
Fundica 5 49.5 6 46.5
Pilorica 5 52.2 6 43.8

Tabla 2. Sexo, nimero y porcentaje de H. contortus localizados en abomasos de origen caprino.

Periodo Hembras % Machos % Total
Numero Numero

Ene-jul 2015 17,341 65 9,258 35 26,599

Total 17,341 65 9,258 35 26,599

El nematodo gastrico Haemonchus contortus afecta a rumiantes en particular cabras y ovinos,
presenta un ciclo directo con una etapa de vida libre preparasitaria, su transmisién depende de las
condiciones ambientales. Este parasito se le puede encontrar alrededor del mundo, pero es mas

112



Temas Selectos de Investigacion en Biotecnologia y Alimentos en el Noroeste de México, 2016

frecuente y patégeno en areas calientes y himedas, se considera que la haemoncosis es el factor que
delimita la salud y la produccion de los pequefios rumiantes en estos climas (Radostits et al., 2000).
Por ello la relevancia de los resultados donde se muestra que el nematodo abomasal esta establecido
en la regién con clima semidrido mostrando la adaptabilidad a diferentes zonas climaticas, por ello es
necesario conocer sus caracteristicas de sobrevivencia, los dafios y sus efectos en el huésped.

Ciclo de vida de nematodos gastroentéricos (NGE) Haemonchus contortus

El ciclo bioldgico de los NGE es directo, los animales parasitados excretan una cantidad variable de
huevos en sus heces. Una vez en el exterior, si las condiciones son adecuadas, del huevo se
desarrollan las larvas de primer estadio (L1), que eclosionan en la masa fecal, mudan dos veces
pasando a larvas dos (L2) y a larvas tres (L3) en 5-14 dias (la L3 conserva la cuticula de la L2 como
proteccién al ambiente), aunque en condiciones naturales puede alargarse hasta 3-4 meses. Las L3
son las infectantes, es decir son las que ingiere el animal para parasitarse.

Después de que se han desarrollado las larvas infectantes, éstas pueden migrar vertical u
horizontalmente en el pasto. La migracién vertical les permite subir a las gotas de rocio que se
encuentran en la punta, en las mafianas o en los dias nublados, la horizontal es el desplazamiento de
las heces por la tierra (Cordero y Rojo, 1999).

Tras la ingestidon de la L3 en pasto a los 30 minutos aproximadamente, las larvas pierden su vaina en
al aparato digestivo del huésped, por efecto de diversos estimulos del hospedador como son:
amortiguador bicarbonato-CO,, CO, gaseoso, etc. Este estimulo hace que la larva segregue un fluido
de muda que actua sobre la cuticula provocando su ruptura, con ello la larva, ayudada por sus
movimientos, puede salir. Llegando al abomaso las larvas penetran principalmente a la mucosa
fundica, después pildrica, en donde pasan a L4 en el interior de las glandulas o los espacios entre las
vellosidades intestinales, después de la dltima muda se trasforman en L5 o preadultos, maduran
sexualmente, pasan a adultos, copulan y las hembras empiezan a poner huevos, cerrando el ciclo el
cual dura de 21 a 28 dias que es el periodo de prepatencia (Mehlhorn et al., 1993; Cordero y Rojo,
1999).

Caracteristicas de sobrevivencia en el ambiente

Los huevos y larvas de H. contortus no resisten la desecacidn ni las bajas temperaturas, por ello en
regiones de veranos calurosos y lluviosos y areas con inviernos suaves, la presencia de larvas en el
pasto tiende a incrementarse a fines de la primavera, alcanzando el maximo en la segunda mitad del
verano y decrece durante el invierno. Por lo general, los niveles de supervivencia en el invierno son
bajos. Por el contrario, en zonas de inviernos lluviosos, las larvas no resisten el calor y el estiaje de
verano, aunque las larvas infestantes poseen una considerable capacidad de supervivencia a ciclos de
desecacion y rehidratacién. Lo cual indica la capacidad de adaptacién de este nematodo a diferentes
ecosistemas (Cordero y Rojo 1999).

Un fendmeno de adaptacién y sobrevivencia de Haemonchus contortus es la hipobiosis, letargo o
inhibicion larvaria, tiene lugar cuando las condiciones ambientales son adversas como la época de
invierno, también se ha reportado durante los periodos de secas, ambos periodos no son adecuados
para la formacion y sobrevivencia de la L3. En los climas tropicales y subtropicales se ha reportado
gue este efecto se presenta con mucho menor frecuencia. Se sugiere que la inhibicién de H. contortus
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es una estrategia genética obligatoria de sobrevivencia con posibles estimulos externos (Troell, 2006).
Las larvas que penetran al final del verano tienen la capacidad de penetrar a la mucosa de abomaso y
ahi permanecer hasta recibir posiblemente estimulos hormonales o estacionales (Troell, 2006).
Parece ser que esta condicion es heredable por lo que se considera una adaptacién del parasito a la
resistencia del hospedador, a factores ambientales adversos, o ambos a la vez, también influye la
edad del huésped al igual que exposiciones previas (Cordero y Rojo 1999).

Efecto del ambiente en el desarrollo de la larva y sobrevivencia de Haemonchus contortus

Las diferencias en los efectos del ambiente en los diferentes estadios de Haemonchus contortus son:
a) Huevos no embrionados son altamente susceptibles al frio y al desecacidn, se presenta alta
mortalidad debajo de 10°C. b) Huevos embrionados son susceptibles al frio y la desecacidn,
insignificante la eclosion del huevo a una temperatura menor a 10°C., baja eclosidon a la ausencia de
humedad. c) La larva preinfectante es susceptible al frio y la desecacién. d) Larvas infectantes (L3)
tienen la mejor supervivencia en clima cdlido hiumedo, pobre supervivencia en clima fresco y calido y
en inviernos bajo 0°C (O’Connor et al., 2006).

En huevos de Haemonchus contortus en ovinos se ha determinado que para el desarrollo de L3 los
limites minimos son 18°C con 50mm de lluvia, las condiciones adecuadas son de 28°C y 70% de
humedad, hay minimo o nulo desarrollo a una temperatura de 9°C, el desarrollo se detiene a 5°C
(O’Connor et al., 2006).

Periodos de transmision de L3 de Haemonchus contortus

En condiciones adecuadas de humedad y temperatura puede formar la larva 3 infectante de 4 a 7
dias, pero éstas son altamente sensibles a condiciones adversas del ambiente como alta temperatura
y de sequia o desecacién (Magona y Musisi, 2002), caso contrario la presencia de temperatura, lluvias
(humedad) favorecen el desarrollo del huevo y sobrevivencia de la L3. En condiciones tropicales la
sobrevivencia de L3 en el pasto es de 3-7 semanas. Se ha encontrado L3 infectantes en época del afio
humeda y seca con sobrevivencia de las larvas por ello las reinfecciones en ambas épocas del afo
(Magona y Musisi, 2002). Lo cual queda confirmado en un estudio donde se encontré que la
transmision por L3 y sobrevivencia de los NGE depende del ambiente en donde la temperatura,
lluvias (humedad), asi como el tipo de suelo y humedad, cobertura de pasto, son necesarias para la
sobrevivencia de la L3 (O’Connor et al., 2006).

En los huéspedes adultos, los Haemonchus adultos pueden sobrevivir en la temporada seca, el efecto
de hipobiosis de las larvas alarga la sobrevivencia de los adultos, constituyen estas dos estrategias
complementarias de la supervivencia de una temporada de lluvias para el préximo periodo de secas.
En el caso de los animales jovenes que nacieron al comienzo de la estacidon seca no es frecuente que
se infecten, lo cual se puede deber a la falta de transmisién en este periodo (Jaquiet et al., 1995).

Un estudio encontré que la edad del huésped, areas de pastoreo, estacion del afio, y zona
agroclimatica son factores de riesgo para la infeccion con helmintos en caprinos, pero solo es
significativa la influencia de las areas de pastoreo, estacidén del afio, y zona agroclimatica son factores
para el desarrollo de los huevos a L3 en la zona de estudio (Le Jambre, 1995), esto es, la humedad,
temperatura y tipo de suelo son importantes para el desarrollo del huevo formacién de L3 y la
sobreviencia en el ambiente hasta la infeccion del huésped.
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Es posible que en Bacum, Sonora, debido a que el clima no es extremoso puedan sobrevivir algunas
larvas en el pasto en el periodo de secas y el invierno, como se ha demostrado en un trabajo en Kenya
(Githigia, 2001).

Efecto de época del afio en la transmision de Haemonchus contortus

En un estudio se encontré6 que la prevalencia de NGE como Haemonchus contortus,
Oesophagostomum columbianun, Strongyloides papillosus, es muy variable y depende de la estacion
del afo, del 30 al 80% de los pequefios rumiantes puede estar infectado durante la temporada de
lluvias, en el caso de caprinos y ovinos sus caracteristicas propias pueden modular la prevalencia
(Jaquiet et al., 1995).

Un estudio con ovinos trazadores en una zona semiarida de Kenya se recuperaron de 10 a 500 adultos
de Haemonchus contortus, en contraste en el periodo seco de Julio a Octubre no se recuperaron
parasitos adultos, el conteo de huevos en los ovinos en pastoreo en este periodo fue muy bajo menos
de 50 huevos por gramo de heces por animal. En el periodo de lluvias se aumento la carga de HGH y
de adultos en ovinos trazadores y en pastoreo permanente (Wanyangu et al., 1997).

En las épocas del afio que hay un aumento de la temperatura con lluvias muestran un aumento
drastico de la presencia de nematodos, en consecuencia hay mas huéspedes ovinos y caprinos
infectados. Las reinfecciones aumentan la frecuencia de la fecundidad de las hembras y se reporta
que la carga o biomasa del nematodo abomasal tiene una relacién directa con la pérdida de sangre
del huésped (Tehrani et al., 2012).

La presencia de la enfermedad por lo general es mds frecuente en la temporada de verano, con
influencia de la respuesta inmunoldgica y endocrina asociado a la lactancia, lo cual da lugar a una
reanudacion del desarrollo de las larvas arrestadas en la mucosa de abomaso (Tehrani et al., 2012).
En el estudio no se evalué el efecto de la época del afio en la recoleccién de abomasos, pero el
periodo de estudio muestra que en todos los meses se encontraron abomasos positivos indicando
qgue Haemochus contortus estd adaptado a este ecosistema y region climatica con presencia todo el
afio.

Efectos patéogenos de Haemonchus contortus en el huésped

El mostrar la presencia del nematodo abomasal H. contortus en caprinos es relevante debido a que su
presencia inhibe la secrecién de jugos gastricos y aumenta las concentraciones en suero de
pepsinégeno y gastrina (Simpson, 1997), lo cual afecta el pH 2-3 normal del abomaso. Asi mismo se
reporta también que inhibe la secrecion de acido por lo cual aumenta el pH abomasal de 5 a 6, lo
cual es una adaptacidon de evolucién esencial para colonizar un ambiente acido hostil para el
nematodo (Angulo, 2010; Simpson, 1997: Simpson, 2000). El efecto del pH sobre H. contortus fue
evaluado y se encontrd que la mayor puesta de huevos esta relacionado con la acidez del abomaso, la
produccion méaxima se produce cuando el pH de abomaso fue entre pH 4 y 4.5 (Honde y Bueno,
1982). Lo cual concuerda con el pH observado en el estudio que fue de 5y 6 en la zonas fundica y
pilérica. Un estudio indica que el aumento registrado de pH fue de 3.5 a 4.5, el cual no es tan severo
como se ha reportado (Tehrani et al., 2012). El estar alojado en abomaso en esas condiciones de pH
que difiere del normal favorece su presencia dentro del huésped y la continuidad del ciclo biolégico.
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Los cambios histopatoldgicos que se presentan en el abomaso por haemoncosis son hemorragias
severas en la mucosa y submucosa, degeneracion e hipertrofia de las células epiteliales, se presentan
cambios en las glandulas gastricas, presencia de células mononucleadas con abundancia de
esosinofilos (Tehrani et al.,, 2012). Asi como hiperemia perivascular e infiltracion linfdcitica,
engrosamiento del tejido debido a un aumento de las glandulas mucosas y la secrecion, se presenta
proliferacién de tejido conectivo y necrosis, en abomasos con presencia cronica hay inflacion y
cicatrizaciones de las heridas (Tehrani et al., 2012).

La fisiopatologia de las infecciones incluye diferentes trastornos del tracto digestivo como la pérdida
del apetito, motilidad y de flujo de alteraciones intestinales, aumento del pH gastrico, y disminucion
de la energia y metabolismo de proteinas (Hoste, 2001). El principal mecanismo patogénico sin
embargo, estd relacionado con la alimentacion hematdfaga en las etapas de pre-adultos y adultos
sobre la mucosa de abomaso, lo que conduce a la anemia, hipoproteinemia, edema y la muerte en
animales muy infectados (Rahman y Collins, 1990).

La Haemoncosis tiene dos manifestaciones clinicas, la crénica, presente en animales adultos con bajas
cargas de nematodos adultos, y la aguda, con frecuencia fatal, presente en animales jévenes sin
previo contacto con el parasito. En ambos, la respuesta a una infeccién o reinfecciones por
Haemonchus contortus por parte del huésped es la respuesta inmune, la cual muestra sus efectos al
haber disminucion del tamafio del parasito y postura de huevos aunque no son suficientes para
controlar la presencia del nematodo gastrico y sus efectos negativos (Le Jambre, 1995).

Cuando se establece la infeccion con Haemonchus, estos viven en un entorno con exceso de
nutrientes, las hembras pueden poner hasta 5000 huevos por dia, por lo cual requieren de mayor
aporte metabdlico de nutrientes. La cantidad de adultos localizados es importante debido a que la
principal accién patdgena del parasito es la hematéfaga en donde se ha observado que la succion de
sangre es por mas de 12 minutos por cada parasito, la herida que deja Haemonchus en abomaso es
similar a una arteria abierta con pérdida de sangre, que continla sangrando por mas de siete
minutos. Se estima una media de pérdida de sangre por nematodo de 0.05 ml, se reporta una
relacion lineal entre la pérdida de sangre y el numero y peso de los nematodos abomasales (Le
Jambre, 1995). Son importantes las poblaciones de NGE las cuales pueden reducir la ganancia diaria
de peso del 30% al 50% en los cabritos, y un 20% en la produccién de leche y son causa de hasta un
50% de la mortalidad (Torres-Acosta et al., 2012).

En el estudio las cargas parasitarias fueron mayores en hembras que en machos como se ha
reportado (Symons, 1985; Simpson, 2000). La produccién de huevos de las hembras de Haemonchus
contortus se estima es 25 veces mayor que la producciéon de huevos de Trichostrongylus y de
Cooperia (Ueno y Goncalves, 1994). Al haber mas hembras habrd mayor eliminacion de huevos y
formacion de L3 en el ambiente para infectar nuevos huéspedes, lo cual puede ser un proceso de
adaptacion y sobrevivencia, al haber mas hembras que eliminen mayor cantidad de huevos al
ambiente y por ende mas larvas tres infectantes (L3) en el pasto que continten el ciclo evolutivo.

La cantidad mayor de hembras adultas favorece la presencia del nematodo en la regién y el
cuantificar los nematodos adultos del abomaso permite determinar la biomasa dentro del huésped y
relacion de sexo de los pardsitos adultos puede ser usado para estimar la adaptacién de la relacion
huésped-parasito-ambiente (Angulo et al., 2010).
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Consideraciones para el control quimico de Haemonchus contortus

Las infecciones por helmintos son el mayor problema para la produccién de ovinos y caprinos en los
trépicos, se indica que en estas areas, arriba del 95% de los animales estan infectados con helmintos
como Haemonchus y Trichostrongylus. Se puede presentar una mortalidad del 40% y una pérdida de
peso de de 6 a 12 kilos por animal por afio (Githigia et al., 2001).

Para el control adecuado de las poblaciones de NGE es necesario determinar los periodos de mayor y
menor infeccidn, aplicar el compuesto antihelmintico adecuado, evaluando su efecto en los parasitos
por medio de la carga de huevos por gramo de heces (O’Connor et al., 2006).

Por lo tanto, se recomienda realizar tratamiento antihelmintico para Haemoncosis en los periodos de
estrés nutricional (finales de estacion seca) lo cual disminuye los niveles de infeccién después del
periodo de lluvias y con ello mejorar la productividad de hato caprino u ovino (Wanyangu et al.,
1997).

Basados en los resultados del estudio, parece indicar que un solo tratamiento de todos los animales
en clima cdlido semiarido de una zona agro-climatica de Kenia, es eficaz contra adultos y larvas
hipobidticas de Haemonchus, al comienzo del periodo seco podria reducir sustancialmente la
contaminacién de pastos y reducir significativamente las infecciones durante el inicio de la préxima
temporada de lluvias cuando la haemoncosis se presenta en forma clinica por lo general (Wanyangu
etal., 1997).

Los tratamientos que se sugieren en las condiciones del estudio son aplicar a todo el ganado
inmediatamente después de las lluvias (mayo-junio) y después de las lluvias cortas (enero-febrero)
para reducir los efectos de Haemoncosis. Aplicando este programa de control, los casos clinicos que
se presenten deben ser evaluados y tratados en forma individual (Wanyangu et al., 1997).

Un estudio mostré que la poblacién de Haemonchus contortus disminuyé después de la temporada
de lluvias, y que bajé mas en la temporada de secas. La L4 en mucosa de abomaso se encontré con
mas frecuencia en la estacidén seca. Los nematodos juveniles se registraron en la temporada pre-
lluviosa.

Con respecto a la carga de huevos por gramo de heces obtenida por las temporadas del afio, mostré
que la época del afio tiene gran influencia en la cantidad de HGH, en donde la de lluvias es mucho
mas favorable, seguido por después de lluvias y por ultimo la época de sequia en donde eliminaban
50 HGH; con respecto a la edad, los animales viejos eliminaban mas huevos en heces (Jaquiet et al.,
1995).

Es necesario evaluar el impacto econdmico costo-beneficio de este programa de control sugerido,
pero es mas racional para el control de Haemoncosis que los programas de desparasitacion
sistematicos de cada seis meses o estratégicos de cada 3-4 meses, sin estudios epidemioldgicos del
comportamiento de las poblaciones de los parasitos durante el afio (Wanyangu et al., 1997).

La presencia de Haemonchus contortus presiona la relacién pardsito-nutricién cuando la produccién
de caprinos se realiza en pastoreo en agostaderos “pobres” compitiendo el huésped y el parasito por
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los escasos nutrientes, afectando la produccidon de caprinos y ovinos. Por ello es importante el
demostrar la presencia y poblacidon del nematodo abomasal en zona semiarida del Estado de Sonora.
Es muy importante el control quimico de los NGE para eficientizar la alimentacidon escasa que toma
del pastoreo y mejore las condiciones nutricionales y productivas, haciendo rentable la produccion de
pequefios rumiantes.

CONCLUSIONES

Es mayor la cantidad de hembras que de machos por abomaso y el pH de abomaso esta aumentado.
Las poblaciones de H. contortus encontrados permiten inferir que el nemAtodo esta establecido en
este ecosistema semiarido. Por lo cual, es necesario el control quimico para disminuir la cantidad de
parasitos y mejorar las caracteristicas productivas de los huéspedes.
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RESUMEN

Los parasitos gastrointestinales afectan en forma constante la produccion de caprinos ocasionando
pérdidas directas e indirectas a la produccidn, por lo cual es necesario realizar medidas de control por
medio de compuestos quimicos, evaluando su eficacia. El objetivo del estudio fue determinar la
eficacia de tres compuestos contra nematodos gastrointestinales en caprinos infestados de forma
natural. Para determinar la cantidad a animales requerido para el estudio se muestrearon 41
caprinos, los cuales se seleccionaron al azar grupo A: 10 para ser tratados con lvermectina, grupo B:
10 con Doramectina, Grupo C: 11 con Levamisol y Grupo D: 10 como grupo control sin tratamiento. Se
tomaron muestras después de la aplicacidon de los compuestos quimicos (dia 0) se realizaron tomas
de muestra de heces los dias 0, 4, 7, 14, 21, 28 y 35. A los resultados se realizd estadistica grafica
descriptiva y las comparaciones multiples se realizaron con el método de Tukey. Los resultados
muestran una eficacia para la Ivermectina de 87.62%, Doramectina de 77.53%, Levamisol de 77.05%,
el grupo control se mostré positivo todo el estudio. El analisis mostré una diferencia estadisticamente
significativa entre el logaritmo promedio del grupo control y el logaritmo promedio de los grupos
qgue recibieron Ivermectina y Doramectina (p<0.05). No se encontraron diferencias significativas a
través del tiempo, ni interacciones significativas de los tratamientos con las demas variables. Se
concluye que en los tres compuestos evaluados, su eficacia estd por debajo del porcentaje ideal de
reduccion de huevos en heces, en la explotacién en estudio en el Sur del Estado de Sonora.

INTRODUCCION

En la parte sur del Estado de Sonora predomina el clima semiarido, en donde por lo general no es
comun la trasmisién de nematodos gastrointestinales (NGI), pero éstos han logrado adaptarse a estas
condiciones climaticas creando un ecosistema endémico, afectan a los caprinos compitiendo por los
pocos nutrientes que el huésped obtiene de vegetacidn caracteristica de éste ecosistema (Sykes et
al., 1992). Por lo anteriormente mencionado, la produccién de caprinos esta en riesgo constante por
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la presencia de NGI que reducen el metabolismo energético para mantenimiento y produccion,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas (Sykes et al., 1992).

En caprinos y ovinos con infecciones parasitarias por NGI de forma subclinica y crénica en el
abomaso, los animales reducen su consumo de alimento entre un 15 a 20 %, se pueden presentar
casos de anorexia aguda, dafio a los tejidos, anemia, toxemia y obstruccion de érganos. En el
abomaso se perturba la calidad de las células secretorias afectando la cantidad y calidad del acido
clorhidrico, lo que conlleva a la modificacién en el valor pH hasta 6.5 y se disminuye la eficacia de la
digestion (nitrégeno digestible en 25%) y absorcidn de nutrientes. En algunos casos se puede
observar anorexia aguda, anemia, toxemia, dafio a los tejidos, y obstrucciéon de drganos (Symons et
al., 1995; Sykes et al., 1992).

El control de las poblaciones de NGI se basa en la combinacién de compuestos quimicos, manejo del
hato, nutricidn y control bioldgico, vacunacion y medicina etnoveterinaria (Waller, 1999). Por muchos
anos el uso de compuestos quimicos, uso incorrecto y programas de control inespecificos ha
desarrollado resistencia en parasitos de varias familias de quimicos antihelminticos (Chartier et al.,
2001; Leathwick et al., 2001).

En el Estado de Sonora y en caprinos hay pocos estudios sobre la eficacia y presencia de resistencia
de los compuestos quimicos contra NGI. Por lo cual el objetivo del estudio fue evaluar la eficacia de la
Ivermectina (IVER), Doramectina (DORAC) y Levamisol (LEV) en el control de las poblaciones de NGI
en caprinos en zona semiarida.

METODOLOGIA

El estudio se realizd en un hato caprino del ejido denominado Mora Villalobos (campo 29) se localiza
en el Municipio de Cajeme, Sonora, México. Presenta un clima semicalido desértico, la temperatura
en enero, mes mas frio del invierno, fluctua desde los 6 °C (minima) y 24 °C (maxima); en julio, mes
mas calido del verano, oscila entre los 24 °Cy 38 °C. Gran parte de la precipitacion pluvial cae durante
el verano. Con una media anual de 325 mm (Enciclopedia de los municipios y delegaciones de México,
2013).

Se utilizaron 41 caprinos infestados con NGI en forma natural, con un rango de edad de uno a cinco
anos, con fenotipo Nubio, con una carga minima de 200 huevos por gramo de heces (Wood et al.,
1995); los cuales se seleccionaron al azar en grupo A: 10 tratados con lvermectina 200 pg/Kg
subcutaneo, grupo B: 10 con Doramectina 200 pg/Kg subcutaneo, Grupo C: 11 con Levamisol 7.5
pg/Kg intramuscular y Grupo D: 10 como grupo control sin tratamiento (tabla 1). Se utilizaron las
dosis recomendadas por el fabricante. Se tomaron muestras de heces después de la aplicacion (dia 0)
y los dias 0, 4, 7, 14, 21, 28 y 35. La eficacia de los compuestos se determind por medio de la
reduccion de cantidad de huevos por gramo de heces (HGH).
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Tabla 1. Metodologia de evaluacidn de compuestos quimicos contra NGl en caprinos.

Grupo "n" Compuesto Dosis Via
A 10 Ivermectina| 200 pg/Kg | Subcutidneo
B 10 Doramectinal 200 ug/Kg | Subcutdneo
C 11 Levamisol | 7.5ug/Kg |Intramuscular
D 10 Control 0 No aplicacion
Toma de muestras dias: 0,4,7,14,21,28,35

La determinacién de la presencia de nematodos gastrointestinales se realizé por medio de la técnica
cualitativa de flotacion y cuantitativa de McMaster (Munguia, 2014).

Se realizé estadistica grafica descriptiva (Wayne, 2002), se determind el efecto de intensidad y de
extension (Powers et al., 1982), y realizd la prueba de varianza multivariado para observaciones

repetidas en el tiempo (MANQVA), las comparaciones multiples se realizaron con el método de Tukey
(Kuehl, 2001). El analisis de los datos se realizé por medio del paquete JMP 7.0 del SAS Institute.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré una eficacia para la Ivermectina de 87.62%, Doramectina de 77.53%, y Levamisol de
77.05%, el grupo control se mostré positivo durante todo el estudio (tabla 2).

Tabla 2. Efecto de intensidad y extension de tres compuestos contra NGl en cabras.

Compuesto Dia

Ivermectina 0 4 7 14 21 28 35 42
El -148.42 72.46 60.66 73.1 87.62 57.3 50 83.49
EE 0 20 30 30 40 50 30 20

Rango hgh | 300-2500 | 50-350 50-600 | 100-700 | 50-200 | 50-1000| 50-400 | 50-200
Doramectina

El -51.58 62.22 -13.11 64.95 17.14 77.53 9.62 64.22

EE 0 20 30 40 50 50 20 30
Rango hgh | 150-2650 | 150-200 | 50-1100 | 50-1500 | 100-3100| 50-400 | 50-1250 | 50-550
Levamisol

El -77.89 75.36 77.05 72.17 34.29 55.06 42.31 30.28

EE 0 27.28 27.28 27.28 9.1 18.19 9.1 9.1
Rango hgh | 250-2200| 50-200 | 50-150 | 50-950 | 50-950 | 50-450 | 50-250 | 50-1200

Control

Rango hgh | 100-900 | 50-1100 | 50-900 |250-2400| 50-2050 | 50-1350 | 150-400 | 100-1000
El= Efecto de intensidad. EE= Efecto de extension. Hgh= Huevos por gramo de heces.
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El analisis mostrd una diferencia estadisticamente significativa entre el logaritmo promedio del grupo
control y el logaritmo promedio de los grupos que recibieron Ivermectina y Doramectina (p<0.05).
No se encontraron diferencias significativas a través del tiempo, ni interacciones significativas de los
tratamientos con las demas variables.

La reduccidn de HGH después del tratamiento para IVER, DORAC y LEV fue menor al 95% por lo cual
se sugiere que hay resistencia para los tres compuestos (Coles et al., 1992).

Se observé que el promedio del logaritmo del nimero de huevos del grupo control fue superior al
promedio de los grupos de Ivermectina y Doramectina. Sin embargo entre los grupos que recibieron
los compuestos no se encontraron diferencias significativas. Esto es que los tres tratamientos se
comportaron similares, por eso los tres tratamientos tienen la letra a, solo el Levamisol fue similar al
control en hgh, mientras que Doramectina e lvermectina fueron diferente al control. Por ello los dos
primeros tienen a y control b (tabla 3).

Tabla 3. Las medias de los logaritmos del nimero de huevos por gramo de heces, por minimos
cuadrados y sus errores estandar.

. Medias por minimos ‘
Tratamiento Error estandar
cuadrados

Ivermectina 3.2468900a 0.61272233
Doramectina 3.4153615a 0.56786827
Levamisol 4.0099416ab 0.50140682
Control 5.8147685b 0.5801894
Literales diferentes diferencia estadistica (p<0.05)

% jterales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

La presencia de huevos de nematodos gastrointestinales en caprinos en clima semidrido indica la
distribucion y adaptabilidad que tienen a diferentes ambientes, favoreciendo la infestacion y afectan
la productividad de los huéspedes (Angulo et al., 2010), se menciona que son importantes las
poblaciones de NGI las cuales pueden reducir la ganancia diaria de peso del 30% al 50% en los
cabritos, y un 20% en la producciéon de leche y son causa de hasta un 50% de la mortalidad (Torres-
Acosta et al., 2012).

En estudios similares se muestra la eficacia de los compuestos evaluados en caprinos, se utilizé la
Ivermectina en el control de nematodos gastroentéricos en cabras de Burindi a una dosis de 200
ug/Kg, la eficacia se evalué por medio de la reduccidon de huevos en heces, los resultados mostraron
una eficacia mayor al 97%, el efecto residual de la Ivermectina fue mayor de 21 dias, mostrando que
no hay resistencia en este grupo de animales (Davasto y Cocuzza, 1995).

Se evaluaron los desparasitantes Albendazol, Levamisol e Ivermectina en cabras raza Mubende y
Boer en clima semidrido de Uganda, en donde se encontré que en las primeras fue mejor la
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Ivermectina con 98%, el Albendazol el menos efectivo con 28.53% y en la raza Boer Levamisol fue mas
efectivo con 84.44% y menos efectivo el Albendazol con 11%, en la reduccidon de huevos en heces, lo
cual muestra que Ivermectina es mas eficaz en la raza Mubende (Byaruhanga y Okwee-Acai, 2013).

También se ha evaluado la eficacia del Fendendazol, Levamisol e lvermectina en cabras Jamunapari
de Jaipur, encontrandose un 23.66%, 63.70% y 98.11% respectivamente; lo que muestra que el
Fenbendazol y Levamisol a la dosis de 7.5mg/kg cada uno, no es efectiva contra nematodos
gastroentéricos (Godora et al., 2011). La eficacia reducida del Fenbendazol y Levamisol ha sido
reportada por varios autores (Waruiru et al., 2003; Ram et al., 2007). Otro estudio muestra que la
eficacia de la Ivermectina fue de 98.11% por lo cual es efectiva para el control de NGE (Gill, 1996 y
Ram et al., 2007).

Los valores de eficacia obtenidos para la lvermectina del 87.62%, Doramectina del 77.53% y Levamisol
del 77.05%, en una explotacion de caprinos del Sur de Sonora, es sugestivo de la existencia de
resistencia a estos antihelminticos (Coles et al., 1992); esto también concuerda con otros estudios
donde se reporta resistencia a estos compuestos en cabras.

Un estudio realizado en Georgia, Estados Unidos, en un hato de Nubia y sus cruzas, mostrd resultados
para el Levamisol 94% de eficacia, Ivermectina 0% y Albendazol de 87%. Otro hato evaluado de cabras
espafolas arrojo resultados para Levamisol 91%, Ivermectina 78%, Doramectina 76%, Albendazole
76%, Fenbendazole 10%, mostrando que hay resistencia en los hatos evaluados (Terril et al., 2001).

Tabla 4. Evaluaciones del control quimico contra NGI en caprinos.

Compuesto Eficacia Porcentaje %
Albendazol | Levamisol |lvermectina| Doramectina Autor
NE 91 78 76 Terril et al ., 2001
89 82 NE NE Torres et al., 2003
NE 67.3 98.11 NE Godoraetal., 2011
28.53 84.44 98 NE Byaruhanga etal., 2013
NE 77.05 87.62 77.53 Estudio Cabras Bacum
NE=No evaluado

La Ivermectina es un derivado de las lactonas macrociclicas (LM), en rumiantes estd muy extendido
su uso, tiene afinidad por acumularse en tejido adiposo, por ello tiene mejor poder residual que otros
compuestos quimicos. Las LM pueden administrarse por via oral, subcutaneo y administracion topica,
no estd bien esclarecido porqué la aplicacidon subcutdnea es mas eficaz que la ruta oral y tépica en
ovinos, caprinos y bovinos (Lespine et al., 2005).

Estudios en cabras han mostrado que la Ivermectina aplicada en forma subcutanea tiene menor
eficacia en la reduccién de huevos por gramo de heces (HGH) y conteo de adultos de abomaso, con
respecto a la administracion oral, similar situacién se ha reportado para Doramectina (Alka et al.,
2004; Gopal et al., 2001).

Datos parasitologicos muestran que hay similitud en la rutas de administracién, se puede suponer
que los niveles de Ivermectina de llegada al intestino por via oral fueron suficientes para asegurar una
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Optima eficacia a nivel experimental, pero el farmaco medido dos dias después no muestra
concentraciéon adecuada como la encontrada unas horas después del tratamiento. El nivel del
farmaco por via oral puede ser muy alta después de la aplicacion oral y puede ejercer una eficacia
transitoria suficiente para eliminar la poblacion de nematodos. Esta puede ser una razoén por la cual la
Ivermectina oral es muy eficaz contra NGI (Waruiru et al., 2003). Sin embargo si hay una reinfeccién
dias después de la aplicacion oral la concentracion de la IVR no va ser suficiente para la eliminacion
de los nematodos, los cuales se van a establecer en el huésped con todas sus implicaciones. En
contraste, la administracién subcutdnea por su afinidad al tejido adiposo puede permanecer mas
tiempo en concentraciones suficientes para eliminar los NGI de una la reinfeccion, y asi tener un
periodo mas largo de proteccion duradera (Lespine et al., 2005).

Se han reportado varias situaciones relacionadas con el ayuno, mala condicidn corporal asociada a
una alta carga parasitaria, asi como el tipo de alimentacidn, que pueden afectar la biodisponibilidad
del farmaco (Lespine et al., 2004 y Lespine et al., 2005).

La Doramectina también es un derivado de las lactonas macrociclicas el cual tiene un potente efecto
contra NGI y artrépodos a dosis baja, esta disponible comercialmente desde 1993, se ha formulado
con aceites para su aplicacién intramuscular, lo cual optimiza su farmacodinamia, también tiene
fuerte afinidad por el tejido adiposo, por lo cual su distribucion se concentra en forma importante en
ese tejido Flajs et al., 2005).

Un estudio mostré una evidente variaciéon entre los animales con el uso de Doramectina en las
concentraciones de plasma y leche, estas diferencias pueden ser atribuidos a los niveles de absorcion,
distribucidon, metabolismo y eliminacién. La variabilidad en la farmacocinética se ha mostrado en
varias razas y pueden ser debido a peso corporal, grasa del cuerpo, estado fisiolégico, nutricidn,
condiciones climaticas, entre otros (Flajs et al., 2005). La DORAC puede persistir en el cuerpo durante
un largo periodo, lo cual afecta los tiempos de retiro en leche son largas en relacién los tejidos, tiene
una excrecién media en la leche de ovejas de 1.6 veces mayor en comparaciéon a la lvermectina y
Abamectina (Flajs et al., 2005).

Los resultados encontrados en este estudio de IVER y DORAC fueron menores al 95%, a pesar de su
residualidad y efectos mostrados en otros estudios, por lo cual se sugiere que hay presencia de
resistencia a estos compuestos en el hato caprino de Bacum.

El Levamisol (LEV) es un isdmero levdgiro activo del Tetramisol, derivado de los imidazotiazoles, se
absorbe rapido en el aparato digestivo, tiene un efecto estimulante de la respuesta inmunitaria. Se
metaboliza ampliamente en el higado, se excreta principalmente por la orina como metabolitos y una
pequeia proporcion por las heces. El LEV actla en los receptores nicotinicos de acetilcolina y la
resistencia que se presenta en este compuesto parece estar asociado con un cambio en sus
caracteristicas y en el nimero de los receptores que se unen al compuesto quimico (Hoekstra et al.,
1997).

La resistencia al antihelmintico LEV se ha reportado en diferentes nematodos de la familia
Strongyloidea en ovinos y caprinos (Sangester y Bjorn, 1995). En México, en el Estado de Veracruz se
encontré un hato de bovinos resistente al LEV (Becerra et al., 2014), asi como un hato caprino en el
Estado de Yucatan, México, se encontrd que la poblacion de NGI del hato fue resistente al Levamisol
y Albendazol (Torres-Acosta et al., 2003).
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La presencia de resistencia en al hato caprino de Yucatan, México, indica que hay dos posibles
razones de la presencia de NGE resistentes a las dos familias de compuestos antihelminticos (CAH):
a). Uso inadecuado de dosis por largos periodos de tiempo (varios afios) y b). Ausencia de rotacion de
las familias de CAH. Realizado en largos periodos de tiempo (varios afios). Con respecto al uso
inadecuado de la dosis, éste ocurrid por muchos afios en el rebafio en estudio ya que se utilizaron
dosis recomendadas por los fabricantes de cada CAH. Ahora se sabe que las dosis recomendadas por
estos fabricantes son inferiores que las requeridas por los caprinos para alcanzar una eficacia éptima
(dosis subterapéuticas) (Hoste, 2000; Torres-Acosta et al., 2003). Se han sugerido las dosis adecuadas
para los caprinos basandose sus recomendaciones en los escasos estudios de farmacodinamia de
antihelminticos en caprinos (Torres-Acosta et al., 2003). Por lo tanto los Bencimidazoles (BZ) fueron
usados en dosis sub-terapéuticas de 5mg/Kg, recomendadas por el fabricante y el LEV de 7.5 mg/Kg,
ambos se aplicaron por siete afios consecutivos con un promedio de tres aplicaciones por afio. La
aplicacién de dosis subterapéuticas de LEV y BZ en caprinos, es un fendmeno comun. Aldn en trabajos
de prevalencia de NGI resistentes a compuestos quimicos se han utilizado dosis mas bajas que las
recomendadas (Dorny et al., 1994; Torres-Acosta et al., 2003). En muchos casos la resistencia
reportada puede estar confundida con baja eficacia debido a que no se alcanzd la dosis terapéutica
adecuada. Sin embargo, en este estudio se utilizaron las dosis y vias de aplicacién recomendadas que
fueron para el Albenzadol de 7.6 mg/kg via per os y para el LEV 12 mg/kg por via subcutanea (Hoste,
2000; Torres-Acosta et al., 2003). Estos resultados muestran que la posible presencia de resistencia
de los NGE al LEV en el lote caprino de Bacum, no sucede asi debido a que se utilizd una dosis de
7.5mg/Kg, inferior a la recomendada en caprinos (Hoste, 2000; Torres-Acosta et al., 2003), por lo cual
en este compuesto es necesario realizar el estudio de nuevo con la dosis indicada para caprinos y
poder definir si hay resistencia al compuesto.

Causas de resistencia a los farmacos

La resistencia a los antihelminticos para los NGI de los pequefios rumiantes se ha reportado en todos
los continentes, que incluyen resistencias multiples en rebafios de cabras, donde se incluye en forma
reciente la resistencia a las LM en Estados Unidos (Howell et al., 2008), México (Torres-Acosta et al.,
2012). La resistencia reportada para el Levamisol son menos comunes (Chartier et al., 2001).

En la evaluacién de los antihelminticos se deben definir en forma clara la dosis y la ruta de
administracién debido a que esos dos factores, la forma de administracion subcutanea y la
subdosificacion pueden conducir a una mala interpretacion de la evaluaciéon del antihelmintico
cuando se mide la eficacia de los compuestos quimicos por medio de la reduccién de los huevos en
heces (Chartier et al., 2007).

Se debe asesorar a los productores que es necesario preservar la eficacia de las LM y otros
compuestos quimicos por medio de la disminucién de los tratamientos, variando las familias de los
antihelminticos a elegir y aplicar la dosis correcta, asi como realizar tratamiento selectivos (Paraoud
et al., 2010).

Hay tres grupos de antihelminticos disponibles para su uso en rumiantes: 1. Bencimidazoles 2.
Imidazotiazoles (Levamisol) y Hidropirimidinas (Pirantel y Morantel) 3. Lactonas macrocicilicas
(Avermectinas e Mibemicinas) los cuales tienen diferente mecanismo de accidon. No hay nuevos
antihelminticos con diferentes mecanismos de accidon que vayan a estar disponibles en un futuro
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cercano. Por ello es importante mantener los mismos niveles de eficacia de los antihelminticos
disponibles, es esencial tener una poblacidon animal con bienestar y una produccién que permita la
rentabilidad de las empresas (Coles et al., 2006).

Para determinar que un antihelmintico es eficaz (no resistente) estos deben sobrevivir después de
tratamiento el tiempo necesario para vaciar los intestinos que generalmente es de 48 horas. Sin
embargo, se debe tener una eliminacidon o supresion temporal de la produccidon de huevos: 3 dias
para Levamisol, 8 dias para Bencimidazoles y 14-17 dias para Milbemicina. Por lo cual no se deben
encontrar huevos en heces después de esos tiempos, los cuales han sido obtenido con las mejores
deducciones. Se debe tener precaucién cuando los animales estan en praderas o potreros muy
infestados donde puede haber re-infecciones continuas. La presencia de huevos viables en el tiempo
de tratamiento es indicativo de resistencia (Coles et al., 2006).

Si hay evidencia de un pequefio porcentaje de sobrevivencia puede indicar un problema de
resistencia que puede aumentar con la aplicacion continua del mismo compuesto y este efecto debe
ser controlado (Coles et al., 2006).

En general una reduccidn superior al 95% en la cantidad de huevos por gramo de heces, indica
poblacién susceptible, y se puede seguir utilizando el compuesto (Coles et al., 2006), caso contrario
reducciones menores al 95% son indicadores de presencia de resistencia y se debe evaluar la eficacia
de los compuestos a aplicar en el hato (Coles et al., 1992 y Coles et al.,2006).

CONCLUSIONES

Los tres compuestos evaluados estan por debajo del porcentaje ideal de reduccién de huevos por
gramo de heces, por lo cual se sugiere la presencia de resistencia a estos compuestos quimicos en la
poblacién de caprinos en estudio en el sur del Estado de Sonora.

Se debe considerar reevaluar el uso del Levamisol a dosis indicada en caprinos para determinar si hay
NGI resistentes en el lote de estudio.
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CAPITULO Xl

EFECTO DEL QUITOSANO EN LA MICROPROPAGACION DE SABILA
(Aloe vera barbadensis) CULTIVADA EN EL SISTEMA DE BIORREACTOR DE
INMERSION TEMPORAL AUTOMATIZADO

Tineo Garcia, L.; De La Cruz Cruz, Y.; Gutiérrez Coronado, M.A.; Castro Espinoza, L. y Murillo
Verduzco, I.

Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnolégico de Sonora, 5 de
Febrero 818 Sur, Colonia Centro, C.P. 85000, Ciudad Obregdn, Sonora, México.

Palabras clave: micropropagacion, quitosano, biorreactor de inmersién temporal

INTRODUCCION

La sabila (figura 1) se destaca entre las especies de género Aloe por sus mas de 200 compuestos
activos de interés para la industria farmacéutica, cosmetoldgica y alimentaria (Sanchez, et al., 2015).
La planta de Aloe vera aparecié por primera vez en la historia en 1500 a.C., siendo llamada planta
milagrosa por sus usos variados de gran potencial y sus aplicaciones al cuidado de la salud (Matos,
2011), pertenece a lafamilia de las lilidceas, originaria del norte y del este de Africa Oriental y
Meridional, y después introducida a América (Natali et al., 1990).
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Figura 1. La planta de sabila (Aloe vera Barbadensis).
Fuente: https://camposyherrero.wordpress.com/2011/11/10/aloe-barbadensis-miller/
La propagacion de esta planta principalmente es de tipo vegetativa, a través de hijuelos; este método
presenta bajos indices de multiplicacion a escala industrial y altos riesgos de diseminacion de
enfermedades fungosas y bacterianas (Ahmed, et al., 2007), por lo que se debe realizar bajo
condiciones estrictas de asepsia.

La tecnologia del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales es una de las alternativas tecnoldgicas
mas utilizadas para la propagacion clonal rdpida de diversos cultivos que presentan bajos indices de
multiplicacién, puesto que se puede lograr la reproduccidon masiva de plantas sanas de alta calidad,
libres de cualquier patégeno, ademas de multiplicar el cultivo en cualquier época del afio (Oliveira, et
al., 2009; Kumar et al., 2010 y Kumar et al., 2011).

La semi-automatizacién de los sistemas de propagacién in vitro de plantas es un paso fundamental
para la reduccion de los costos de produccidén bajo este sistema, al respecto el cultivo en medio
nutritivo liquido representa una alternativa para la reduccion de los costos operativos en la
micropropagacion de plantas (Pérez-Ponce et al., 1998). Sin embargo, se han reportado efectos
negativos como la hiperhidricidad o vitrificaciéon de los tejidos en cultivo o dificultades en la
aclimatacion de plantas propagadas en medios de cultivos liquidos estaticos (Bhagyalakshmi y Singh,
1995). Por ello se han creado los cultivos de tejidos en sistemas de inmersién temporal, que
permiten el empleo de medios de cultivo liquido sin los efectos colaterales antes mencionados. Sobre
la base de estos principios, se han construido una serie de aparatos con tales fines.

Los sistemas de inmersién temporal ademas de solucionar las dificultades de los cultivos estaticos,
despliegan la posibilidad de automatizar algunas etapas del cultivo in vitro, permiten mayor facilidad
de escalado y aumentan los indices de multiplicacion, desarrollo y productividad del material
propagado (Pérez-Ponce et al., 1998). En funcién de la necesidad existente de aumentar la
multiplicacién de sabila a nivel comercial, se plantea explorar nuevas tecnologias que abaraten y
estimulen el uso de plantas obtenidas in vitro en los campos de cultivo abierto, mediante la reduccion
de los costos de produccion por planta, para lo cual es necesario aumentar los indices de
multiplicacién y disminuir los costos de los medios de cultivo.

Esta investigacion se planted los siguientes objetivos: optimizar la metodologia existente con la
aplicacién de quitosano como estimulo de crecimiento para la micropropagacion de Aloe vera
Barbadensis en un sistema de inmersién temporal automatizado y evaluar el efecto del tiempo y
frecuencia de inmersién en la etapa de multiplicacién In vitro de sabila.

Las técnicas de micropropagacion en el sistema de biorreactores de inmersidon temporal constituyen
una herramienta innovadora y eficaz que puede ser aplicada en biofabricas de plantas élites para la
propagacion masiva de plantulas, pues aumenta el coeficiente de multiplicacion y la calidad de éstas
via organogénesis o embriogénesis somatica, para incrementar los coeficientes de multiplicacién en
comparacién con las formas convencionales de propagacién in vitro (Robert et al., 2006 y CIRAD,
2003).

En agricultura, el quitosano se ha utilizado como un estimulante del crecimiento debido a que
promueve los mecanismos de defensa natural de las plantas contra infecciones causadas por hongos.
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La aplicacién de la biotecnologia vegetal en la agricultura mundial, ha experimentado un avance
importante en los ultimos veinte afios y las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han sido un
soporte fundamental para estos avances. Los resultados actuales han propiciado que la biotecnologia
vegetal y sus productos, sean la tecnologia de mas rapida asimilacién por los agricultores y que los
beneficios se hayan materializado en millones de hectareas de cultivos con mejor calidad nutritiva, la
propagacion masiva de plantas, genotipos élites y la produccidn de proteinas de interés farmacéutico
e industrial en células vegetales.

La rdpida asimilacién de técnicas biotecnolégicas ha mejorado la competitividad tanto de paises
industrializados como de paises en desarrollo (Garcia- Gonzales et al., 2010). En este trabajo se
abordan los principales resultados de esta investigacién para que el lector cuente con los elementos
gue le permitan evaluar la potencialidad de estas tecnologias.

METODOLOGIA

El proyecto se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos Vegetales localizado en el
edifico LV 700 del Instituto Tecnolégico de Sonora, Unidad Obregén, Campus Nainari.

Evaluacion de los tiempos de inmersion-aireacion

Para la micropropagacion mediante el Sistema de Inmersién Temporal, se evaluaron tres diferentes
tiempos de inmersidn-aireacion de los brotes de sabila los cuales se describen a continuacion:
Tratamiento 1 (T,) : 1 minuto de inmersién cada 6 horas; Tratamiento 2 (T,) : 1 minuto de inmersién
cada 8 horas y Tratamiento 3 (T3): 1 min de inmersion cada 10 horas. En cada uno de los
contenedores se colocaron cinco brotes de sabila con 5 repeticiones para cada tratamiento y se les
agregd 300 ml de medio nutritivo (MS) liquido.

Medio de cultivo

Se utilizé medio liquido para la proliferacion de brotes, preparado con las sales de Murashige y Skoog
(MS) (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 30 g/l de sacarosa, 100 mg/| de acido ascdrbico, 100
mg/l de mio inositol, 1mg/l de tiamina-HCI, 25 mg/l de L-cisteina, 2 mg/l de citocinina 6-
bencilaminopurina BA y 40 ppm de quitosano (lbarra, 2014). El quitosano se obtuvo por medio de
hidrélisis termo alcalina de la quitina y se prepard en solucién en acido acético al 2% (Sanchez et al.,
2015).

La siembra se llevd a cabo en la campana de flujo laminar, la cual fue desinfectada y encendida 30
minutos antes de la siembra. Se utilizaron 25 brotes asépticos de sabila para cada tratamiento
provenientes de la etapa de establecimiento aséptico, éstos fueron elegidos con caracteristicas
homogéneas de vigorosidad y color. La diseccion se realizé rapidamente para evitar que el tejido
sufriera dafios debido a la deshidratacién y oxidacidon asi como también para evitar el riesgo de
contaminacién al momento de trasplantar a los contenedores (lbarra, 2014). Se realizo la siembra de
los brotes en los contenedores del biorreactor segun los 3 tratamientos a estudiar los cuales fueron 1
minuto de inmersion cada 6, 8 y 10 horas respectivamente.
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Para cada tratamiento de este experimento, se realizaron 5 repeticiones con 5 explantes en cada
una de las repeticiones. Una vez colocados los explantes dentro de las cajas, se procedié a verter el
medio liquido detallado anteriormente, tomando las precauciones para que este no se contaminara.
Se selld cada caja conteniendo los explantes cultivados con plastico “plastipack”, posteriormente se
colocaron en el biorreactor de inmersion temporal, el cual se programé con los tiempos segun los
tratamientos (figura 2). Conforme se sembraron los explantes en las cajas fueron identificados con el
numero del tratamiento y repeticién, asi como la fecha de siembra.

El total de las unidades experimentales sembradas se mantuvieron en el biorreactor en el cuarto de
crecimiento con condiciones controladas de temperatura de 25 + 2° C y fotoperiodo de 16 horas luz/
8 oscuridad. La calidad de luz fue dada por lamparas de 40 watts de luz fluorescentes y la intensidad
luminica fue de 1500 luxes.

Se realizaron observaciones durante 4 semanas para evaluar los resultados de las siguientes variables:
contaminacion, grado de oxidacidon, nimero de brotes, longitud de brote (cm), formacién de raiz y
longitud de raiz (cm) que se midié con el auxilio de una regla graduada desde la base del tallo hasta el
apice la de hoja.

Los datos registrados se analizaron estadisticamente (andlisis de varianza SAS completamente al azar
y comparacion de medias con la prueba al a = 0.0001 de significancia para identificar la diferencia
entre los tratamientos, paquete estadistico Excel 2013).

Figura 2. Biorreactor de inmersiéon temporal y contenedor para cultivo in vitro de plantas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se agrupan en diferentes etapas:
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Etapa de establecimiento aséptico

Se obtuvieron brotes asépticos y sin oxidacién de un promedio de 2.5 cm. de largo, sin raiz, color
verde (Figura 3) obtenidos segun protocolo de lbarra (2014), para ser utilizados en la etapa de
multiplicacidn in vitro en el biorreactor de inmersidn temporal automatizado.

Figura 3. Brotes asépticos de sabila (Aloe vera Barbadensis) obtenidas in vitro.

Etapa de multiplicacidon con quitosano en biorrector de inmersiéon temporal

Los resultados de esta etapa de la investigacion segun las variables observadas durante 4 semanas: a)
contaminacién, b) oxidacion, c) longitud de brote, d) nimero de brotes e) formacién de raiz y f)
longitud de raiz, se presentan a continuacion:

a) Contaminacion. La siembra de todos los tratamientos se realizd cuidando todos los aspectos de
asepsia, sin embargo se presentd contaminacién en uno de los contenedores del biorreactor,
representando esto un 6.66% del total del experimento (figura 4). La contaminacidon microbiana es un
problema mas serio en un cultivo liquido que en un cultivo semi-sélido debido a que al contaminarse
una plantula por las bacterias o los hongos se extiende rdpidamente a todos los demas por las
caracteristicas propias del sistema que bafia a todos los tejidos vegetales, sin embargo también es
controlada mas facilmente en biorreactores modulares que en los sistemas mas grandes. Esto se debe
a que hay un menor nimero de plantas expuestas a la contaminacion, lo que reduce el riesgo, y
también porque el disefio modular permite una facil operacion individual y el tratamiento de los
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contenedores y la preservacion de plantas con pequefias cantidades de productos quimicos
antimicrobianos en ppm (partes por millén) (Robert et al., 2006).

Figura 4. Contaminacidn fungica y bacteriana de brotes de sabila en el contenedor del biorreactor
de inmersién temporal.

b) Oxidacién. Durante todo el experimento no se observé este fendmeno como se puede observar en
las figuras 3y 5.

c) Longitud del brote. Los resultados obtenidos respectivamente en los 3 tratamientos segun los
tiempos de estudio fueron los siguientes: en el tratamiento 1 con 1 minuto de inmersién cada 6 horas
se obtuvieron brotes de un promedio de 3.99 centimetros de longitud; en el tratamiento 2 con un
minuto de inmersidn cada 8 horas se obtuvieron brotes de un promedio de 6.68 centimetros y en el
tercer tratamiento de un minuto de inmersién cada 10 horas, brotes en promedio de 4.46
centimetros como se resume en la tabla 1; el segundo tratamiento fue el de mejores resultados en
cuanto a crecimiento con respecto a los otros dos tratamientos como se observa en la figura 5.
Comparando con los resultados obtenidos por Ibarra en 2014, con la misma planta pero en medio
semi-sélido con la misma composicion quimica, el medio mas adecuado para los explantes es el
liquid,o ya que absorben de una forma mas eficiente los nutrientes que de un medio semi-sélido
tradicional, traduciéndose en un crecimiento y desarrollo mejor, con una alta vigorosidad y sin
vitrificacién o hiperhidricidad (Bhagyalakshmi y Singh, 1995).

Después de 28 dias de cultivo se comprobd que la frecuencia de inmersion de 8 horas con 1 minuto
de inmersidon obtuvo los mejores resultados para las variables longitud de brote y raiz.

Estos resultados demuestran que la aplicacién de la inmersién temporal aumenta la longitud de
brotes mas no el nimero. El tiempo de inmersidon de los tejidos en este sistema afecta la tasa de
respiracion. La actividad superdxido dismutasa y la peroxidacién de lipidos aumenta con la duracién
de la inmersion, de esta forma se supone que el periodo de inmersion induce un sustancial estrés
oxidativo (Martre et al., 2001).
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Tabla 1. Longitud de brote de sabila (Aloe vera) en centimetros por tratamiento, obtenidos en el
biorrecator de inmersiéon temporal.

No. TRATAMIENTO DE INMERSION LONGITUD DE BROTE (cm)
1 1 Minuto cada 6 horas 3.97
2 1 Minuto cada 8 horas 6.68
3 1 Minuto cada 10 horas 4.46

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
1 minuto de inmersidn cada 6 1 minuto de inmersién cada 8 1 minuto de inmersidn cada 10
horas. horas. horas.

Figura 5. Longitud de brotes de sabila (Aloe vera), obtenidos con los tratamientos 1,2y 3
respectivamente en el sistema de biorreactor de inmersion temporal a los 28 dias de cultivo.

d) Ndmero de brote. No se presenté multiplicacién masiva de brotes con los tratamientos aplicados
ya que en este tipo de planta el crecimiento y desarrollo de un brote tiene un periodo mas
prolongado. Se sugiere que se sigan realizando mas pruebas ya que al comparar estos resultados con
Pérez (2010), no se ha encontrado otro factor inductor de la multiplicacion de brotes en el medio de
cultivo.
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e) Formacién de raiz. Durante el desarrollo del experimento la rizogénesis en el tratamiento 1 fue
totalmente nula, en tratamiento 2 la formacion y desarrollo de raices fue en todos los explantes
mientras que el tratamiento 3 solo en una caja se registro rizogénesis como se muestra en la figura 5.

f) Longitud de raiz. Durante el desarrollo del experimento, la elongacion de las raices inducidas por el
tratamiento 2 se observd en todas las plantulas de entre 0.1 a 0.4 centimetros de longitud, mientras
que el tratamiento 3 solo promovié la elongacidon en una caja registrandose una longitud de 0.1cm en
todos los brotes como puede observarse en la figura 5.

CONCLUSIONES

Se logré mejorar el proceso de crecimiento de brotes de sabila (Aloe vera barbadensis) en el
biorreactor de inmersidon temporal automatizado con un tiempo de inmersién de 1 minuto y con una
frecuencia de inmersién cada 8 horas. La calidad del material vegetal obtenido fue elevada lo que
permitira su introduccion en la produccion en biofabricas.

Se comprobd que los medios liquidos son mas eficientes en la micropropagacion de la sabila porque
ayudan a los explantes absorber con mayor facilidad y en menos tiempo los nutrientes resultando
que el crecimiento es mayor y mas rapido que en un medio semi sélido.

El quitosano resultd ser un inductor del crecimiento de brotes de sabila en el biorreactor de
inmersion temporal, sin embargo se recomienda seguir en estudio a partir de estos resultados.

Con los resultados obtenidos se demuestra la aplicabilidad del biorreactor de inmersién temporal
para la multiplicaciéon de la sabila a nivel regional y nacional, que puede satisfacer la demanda
comercial con bajos costos de produccion y diversificar la agricultura.

Es muy probable que los resultados de este trabajo en cuanto a la multiplicacion masiva de brotes
aun no sean éptimos y que variando la frecuencia, el tiempo de inmersion y el manejo del explante,
sea posible lograr indices de multiplicacion mds elevados, inclusive utilizando una menor
concentracién de fitorreguladores , favoreciendo la estabilidad genética y reduciendo el costo por
planta.

Se recomienda disefar cajas de vidrio como contenedores para un uso mas practico.
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