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La solucion nutritiva, vermicomposta y micorrizas sobre el rendimiento y
calidad de Lilium hybrida‘Indian Summerset’

The nutritive solution, vermicompost and mycorrhizae on the yield and quality of
Lilium hybrida ‘Indian Summerset’
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RESUMEN

Lilium es de los cultivos mas importantes en el Estado
de México, sus altos volumenes de produccién, asociados al
uso de grandes cantidades de fertilizantes quimicos, incre-
mentan salinidad y alteran las propiedades fisico-quimicas
y bioldgicas del suelo. El objetivo fue evaluar el efecto de
las concentraciones de amonio en la solucién nutritiva, el
suministro de vermicomposta y micorrizas, asi como sus in-
teracciones, sobre el crecimiento y calidad de Lilium hybrida
var. ‘Indian Summerset’ Se plantaron bulbos en cajas con
suelo franco arenoso, con o sin vermicomposta y con o sin
micorrizas. Los riegos se realizaron con la solucion de Steiner
a 0.24 atm con tres relaciones de nitrato:amonio 100:0 %,
92.5:7.5 % y 87.5:12.5 %, y se compararon con fertilizacién
convencional. Se conformd un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 4x2x2, los factores fueron amonio,
vermicomposta y micorrizas. La solucion nutritiva con 12.5
% de amonio incrementé altura de planta, peso seco, la con-
centracion de K en hoja, y adelanté la floracion y punto de
corte. El aporte de vermicomposta y micorrizas no afectaron
las variables de calidad. La vermicomposta al 5 % incremen-
to la concentracion de nitrégeno y potasio en hojas.
Palabras clave: nutricién vegetal, amonio, nitratos, micorri-
zas, vermicomposta.

ABSTRACT

Lilium is one of the most important crops in the State
of Mexico. Its high production volumes, associated with
the use of large amounts of chemical fertilizers, increases
soil salinity and alter its physical-chemical and biological
properties. The objective was to evaluate the effect of am-
monium concentrations in the nutrient solution, vermicom-
post and mycorrhizae supplies, as well as their interactions,
on the growth and quality of Lilium hybrida var. ‘Indian
Summerset’ Bulbs were planted in boxes with sandy loam
soil, with or without vermicompost and/or mycorrhizae.
Irrigation was carried out with Steiner’s solution at 0.24 atm
with three nitrate:ammonium ratios of 100:0 %, 92.5:7.5 %

*Autor para correspondencia: Elizabeth Urbina Sdnchez
Correo electrénico: elizaurbina@yahoo.com

Recibido: 7 de abril 2021

Aceptado: 9 de mayo de 2022

and 87.5:12.5 %, comparing with conventional fertilization.
A completely randomized design was conformed with a
4x2x2 factorial arrangement, the factors were ammonium,
vermicompost and mycorrhizae. The nutritive solution with
12.5 % ammonium increased plant height, dry weight, the
K concentration in leaf, and advanced flowering and cut-off
point. The contribution of vermicompost and mycorrhizae
to the soil did not show significant differences in the quality
variables. Vermicompost at 5 % increased the concentration
of nitrogen and potassium in leaves.

Key words: plant nutrition, ammonium, mycorrhizae, nitrates,
vermicompost.

INTRODUCCION

El Lilium es una flor muy apreciada por su belleza,
amplia gama de colores y por su variada utilidad en ramos,
floreros, composiciones florales y jardines, caracteristicas que
han hecho que se incremente su demanda en el mercado. Es
uno de los cultivos floricolas mas importantes en el Estado de
México, porque genera grandes volimenes de produccion.
El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP,
2020) reporta en el cierre de la produccién agricola 2020 que
el valor de la produccién de Lilium a nivel nacional fue de $
169,119,238 en una superficie cosechada de 270.18 Ha, el co-
rredor floricola del Estado de México aport6 75.06 % del valor
de produccién, $ 126,945,612 respecto del total nacional.

Los altos volumenes de produccién de Lilium pueden
estar asociados al uso de grandes cantidades de fertilizantes
quimicos que provocan el incremento de la salinidad del sue-
lo alterando sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. La
materia orgdnica es un indicador clave de la calidad del sue-
lo, el uso de vermicomposta como abono organico mejora
las caracteristicas del suelo, es un sustrato que no contamina,
contiene sustancias reguladoras de crecimiento, tiene gran
capacidad de intercambio catiénico (CIC), alto contenido de
acidos humicos, mayor capacidad de retenciéon de humedad
y proporciona aireacion y drenaje al suelo debido a su poro-
sidad (Rodriguez et al., 2007).
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De acuerdo con Bolduc y Hijri (2011) y Leos et al.
(2022) mencionan, las micorrizas aumentan la resistencia de
las plantas a los patdgenos, el estrés abidtico, segin Azcén 'y
El-Atrash (1997) se aumenta la actividad fisioldgica vegetal,
se producen hormonas y antibiéticos que provocan cambios
morfoldgicos en la planta, a lo que se le atribuye un aumento
en el area radical y una mayor eficiencia en la absorcion de
NO,, PO,? K*, Ca**. La simbiosis micorrizica puede mejorar el
crecimiento de las plantas y, por lo tanto, reducir la necesidad
de fertilizantes a base de fosfato. Segun Reyes et al. (2021)
la aplicacion de micorrizas (Glomus cubense) aumento la ger-
minacién y el peso fresco en el cultivo de pepino (Cucumis
sativus). Leos et al. (2022) indicaron que los hongos mico-
rrizicos promueven la emergencia de plantula de Capsicum
annum. Arenas-Julio et al. (2021) sefalaron, la fertilizacion
nitrogenada incrementa la biomasa total y el rendimiento
de los cultivos. El nitrégeno se absorbe principalmente como
nitrato (NOs') y, en menor medida, como amonio (NH,*) (An-
tinez et al., 2014). Marino y Moran (2019) mencionaron que
el amonio provoca tolerancia a la salinidad, acidifica la zona
de la rizésfera que permite la disponibilidad de nutrimentos
e incrementa la acumulacion de antioxidantes en los cultivos.
Antunezetal.(2014), Liuy von Wirén (2017) y Marino y Moran
(2019) senalaron que el amonio puede ser téxico para las
plantas al acumularse excesivamente en el citosol de la célu-
la, esto provoca inhibicién del crecimiento de raices y brotes,
asociadas con la clorosis de las hojas y desequilibrios i6nicos.
Segun Antunez et al. (2014) las mayores tasas de crecimiento
vegetal y de rendimiento de cultivos se obtienen con una re-
lacién adecuada de NO,:NH,*. Antunez et al. (2014) encontré
que con 30 % de NH,*en la solucion nutritiva se incrementé
la tasa de crecimiento en plantas de crisantemo. Mantovani
et al. (2018) reporta que con una relacion 40% y 50% de
NH,* favorecio el crecimiento en plantas de Phalaenopsis y
Dendrobium. Por lo anterior el objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de las concentraciones de amonio en
la solucién nutritiva, el uso de materia organica y micorrizas,
asi como sus interacciones sobre el crecimiento y calidad de
Lilium hybrida‘Indian Summerset’.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento

La investigacion se realizéd entre marzo y junio de
2019 bajo un invernadero del Area de Produccién del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, ubicado a 18° 58’ 122" Ny
99° 36’ 697" O, a una altitud de 2055 m (Enciclopedia de los
Municipios de México, 2005). Con un higrotermémetro se
estimaron los promedios de la temperatura (22.2 °C) y la hu-
medad relativa (52.6 %) y la intensidad luminosa promedio
de 193 pmol m?2 s, se midié con un fotémetro durante el
ciclo de cultivo.

Material vegetal

El material vegetativo se obtuvo en la Empresa Flores
de Bulbos Importados, en el municipio de Villa Guerrero. Se
utilizaron bulbos de Lilium hybrida ‘Indian Summerset’ cal.
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14/16, producido en Holanda. Con flores de color rosado,
de 3 a 5 botones, un periodo de crecimiento de 90-100 dias
y una altura de planta de 130-140 cm (https://www.vws-
flowerbulbs.nl/bombilla/2221/indian-summerset).

Establecimiento del cultivo

La plantacién de los bulbos se realizé en 48 cajas de
59.5 cm de largo, 39.5 cm de ancho y una profundidad de
21.5 cm. Se llenaron con 35.5 kg de suelo cernido con malla
de 0.5 cm y 4 kg de arena de tezontle, de las 48 cajas a 24
cajas se les adicioné 1.77 kg de vermicomposta y a las otras
24 no se les adiciond. En 12 cajas con vermicompostay 12 sin
vermicomposta se les aplicé micorrizas.

El suelo de textura franco-arenosa y fertilidad baja te-
nia una concentracion de 0.35 % de N total con 508.2, 490.6,
204.6,730.4,24.2,37.4,347.6 y 426.8 mg-Kg' de K, Ca, Mg, Fe,
Cu, Zn, Mn y Na, respectivamente; pH de 6.1,conductividad
eléctrica de 63.2 uS-cm™, materia organica de 0.2 % y CIC de
6.34 meq-100g™ [Laboratorio de Suelos Instituto de Investi-
gacién y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del
Estado de México (ICAMEX, 2020)]. La capacidad de campo
del suelo fue 12 % y en la mezcla de suelo+vermicomposta
fue de 14 %. Se plantaron seis bulbos por caja, previamente
desinfectados en una solucion de Benlate (1 gL7), a una pro-
fundidad de 8 cmy a una distancia entre planta e hilerade 10
cm; la mitad de los bulbos se inocularon con hongos endo-
micorrizicos de Glomus clarum, G. etunicatum, G. intraradices,
E. columbiana (PHC Hortic Plus®), se emplearon 7 g (50.75
esporas), los cuales se dividieron en dos franjas en el suelo de
las cajas y se distribuyeron 3.5 g en el fondo del surco, que se
abrié para depositar los bulbos. Se colocé una malla sombra
de 50 % desde trasplante hasta corte. Se instalaron varillas
de 1.5 m de alto como postes para sostener una malla de
nylon para tutoreo con cuadros de 12.5 cm x 12.5 cm, 24 dias
después del trasplante (DDT).

Riegos

Los riegos del cultivo se llevaron a cabo cada tres dias
a capacidad de contenedor, con una soluciéon nutritiva de
Steiner (Steiner, 1984) a una presién osmoética de 0.24 atm,
la cual se modificé con respecto a la relacion nitrato:amonio
(100:0, 92.5:7.5y 87.5:12.5 % NO3':NH4+) y se ajustaron a un
pH de 5.5 a 6 y una conductividad eléctrica de 0.66 dS m'y
se compararon con la fertilizacion convencional, en la que se
hizo una aplicacion con fertilizante granulado 16-16-16 (10 g
por caja) un mes después de la plantacién, posteriormente se
hicieron Unicamente dos fertiriegos, el primero mes y medio
después de la plantacion con fertilizantes solubles18-46-0 y
19-19-19 (25 g de cada uno en 10 L de agua) y el segundo
dos meses y medio después de la plantacién con los mismos
fertilizantes solubles (25 g de cada uno en 15 L de agua), los
riegos normales se hicieron cada tres dias solo con agua de
riego a capacidad de contenedor. El agua contenia 1.4, 0.15,
1.3,7.8,182,0.75,0.04, 5.7, 153.21, 1.56, y 1 mg L de NO,_
P, K, Ca, Mg, Br, Mn, Zn, Na, HCOa,,CI y SO4=I respectivamente
(ICAMEX, 2019).
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Disefio experimental

El disefio experimental utilizado fue uno completa-
mente al azar con arreglo factorial, cuyos factores a evaluar
fueron: nutricion del cultivo con la solucion nutritiva de
Steiner a 0.24 atm y tres relaciones de nitrato:amonio (NO3:A)
100:0 % (A1), 92.5:7.5 % (A2) y 87.5:12.5 % (A3) respecti-
vamente, y se compard con la fertilizacion convencional
(Testigo, T). Se evalué el efecto con micorrizas (CM) y sin
micorrizas (SM), y el efecto con vermicomposta (CV) y sin ver-
micomposta (SV), se conformé un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 4x2x2, en el que los factores fueron
amonio, vermicomposta y micorrizas, lo que origind 16 tra-
tamientos con tres repeticiones, cada uno con seis unidades
experimentales.

El analisis de las variables se realizé con el paquete es-
tadistico SAS, Statistical Analisys System Version 9.1 (SAS Ins-
titute, 2004), la comparacién de medias de los tratamientos
se hizo con la prueba de Duncan (a < 0.05) y la comparacion
de medias de interacciones con la prueba Sheffé (a < 0.05).

Variables de calidad y concentracion de nutrimentos

La altura total de la planta (HPT), altura al apice (HPA) y
longitud de inflorescencia (LINF) se midieron con flexémetro
hecho en México Truper® (cm) de su base al extremo superior.
El ancho de botén floral (ABF) se midié en la parte media y su
longitud LBF desde la base hasta la punta, en mm, con un
vernier digital (Truper®, pais). El peso fresco y seco de planta
(PFTP, PSTP), tallo (PFT, PST), inflorescencia (PFINF, PSINF)
de hoja (PFH, PSH) y bulbo (PFB, PSB) se midieron con una
bascula digital con una precisién de 0.01 g (Ohaus®, EUA), las
muestras se colocaron en bolsas de papel introduciéndolas
en una estufa de aire forzado a 72° C hasta obtener un peso
constante.

Contenido de macronutrimentos N, P, K, Ca y Mg se
determind en las hojas de los tallos florales. El nitrogeno
total se determiné mediante una digestién acida por el
método Kjeldahl en su versién micro (< 100 mgq). El resto de
los macronutrimentos se extrajeron mediante una digestién
humeda, con una mezcla en una proporcién 2:1 de H,SO,
y HCIO, (CSTPA, 1980) y su cuantificacion se realizd con un
espectrofotometro de absorcion atdmica Varian® (Palo Alto,
California, EUA) para el caso de K, Ca, y Mg, mientras que la
concentracion de P se hizo por el método colorimétrico con
un espectrofotdmetro Hach DR 2800° (Ames, lowa, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el factor fertilizacion (Tabla 1) no se detectaron
diferencias significativas en las variables contenido de calcio
en hoja, en contraste con foésforo que presentd diferencia
altamente significativa, mientras que el contenido de potasio
y magnesio presentaron diferencia significativa por efecto de
la solucién nutritiva y la fertilizacion convencional o testigo.

El nitrégeno y calcio, éstos se mantienen dentro del
rango de suficiencia que va de 2.00 a 4.00 % en nitrodgeno y
de 0.20 a 2.20 % para calcio (Tabla 1; Mills y Benton, 1996).
El fésforo y potasio son altos de acuerdo a los rangos de

suficiencia registrados (Tabla 1). Mills y Benton (1996) indi-
can que los niveles de suficiencia estan entre 0.19 a 0.31 %
en fésforo y entre 1.49 a 3.91 % en potasio. El contenido de
magnesio es bajo, entre 0.19 a 0.30 % (Mills y Benton, 1996).
Las soluciones utilizadas en la investigacion contribuyen
a una buena nutricién de macronutrimentos ya que no se
presentaron deficiencias o anomalias en el cultivo y tampoco
toxicidad con los rangos de valores presentados, a excepcion

del magnesio (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto del amonio, vermicomposta y micorrizas sobre el contenido
de macronutrimentos en hoja de Lilium hybrida var.‘Indian Summerset’
cultivada en suelo.

Table 1. Effect of ammonium, vermicompost and mycorrhiza on macronu-
trients content in Lilium hybrida var.’Indian Summerset’ grown in soil.

Concentracion

FACTOR

N P K Ca Mg

=% - =% --- -=-%-- -—-%-- --—-%---

Amonio
0% 2.10a 061a” 4.79b" 131a 0.16a"
7.5% 2.03a 0.55a 481b 137 a 0.16 a
12.5% 2.55a 0.27b 5.13a 1.26 a 0.13b
Testigo 235a 0.29b 513a 135a 0.13b
Vermicomposta
(sin) 2.01 b 042a 440b" 131a 0.15a
(con) 2.50a 0.44 a 5.53a 1.33a 0.14a
Micorrizas
(sin) 2.38a 0.44a 5.01a 1.33a 0.15a
(con) 2.13a 043a 492 a 131a 0.14a
Interacciéon
A*V NS NS NS NS NS
A*M NS NS NS NS NS
V*M NS NS NS NS NS
A*V*M NS NS NS NS NS
C.V. 13.26 20.36 6.84 19.85 17.88

T Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas,
(Duncan; P < 0.05). N = nitrégeno, P = fosforo, K = potasio, Ca = calcio, Mg =
magnesio.

' Different letters in the same column indicate significant differences (Dun-
can; P < 0.05). N = nitrogen, P = phosphorus, K = potassium, Ca = calcium,
Mg = magnesium.

El alto contenido de fosforo en hojas registrado en
los factores evaluados y principalmente en la solucién a la
cual no se le suministré6 amonio (A1) y 7.5 % de amonio (A2)
puede deberse a que la aplicacién de amonio en la solucién
nutritiva acidifica la rizdsfera (Marschner, 1995). Al aumentar
la acidez del suelo se incrementa la actividad del hierro y
del aluminio, en esta forma los fosfatos solubles quedan
fijados como compuestos complejos e insolubles de hierro
y aluminio (Sanguino, 1961), por lo tanto, se disminuye la
cantidad de fésforo disponible para las plantas con alto nivel
de amonio. Caso contrario ocurre en un sistema hidropénico
que reporto Parra et al. (2012), en donde al aplicar una mayor
concentracion de amonio (15 %) con la solucién nutritiva de
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Steiner hubo una mayor absorcién de fésforo en plantas de
jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.).

La solucién A3 es la mas equilibrada ya que los valores
de contenido de macronutrimentos en hoja presentados en
la investigacion, se mantienen en los rangos de suficiencia
que reportan Mills y Benton (1996), solo magnesio quedo6
con una diferencia de 0.06 por debajo de los niveles de su-
ficiencia y potasio con una diferencia de 1.22 % por arriba
de los niveles, debido a esto se recomienda disminuir los
niveles de potasio y aumentar los de magnesio para ajustar la
solucion nutritiva en relacidn a los rangos de suficiencia para
el cultivo de Lilium hybrida. A pesar de que los valores de con-
centracion de potasio superaron los niveles de suficiencia, no
se presentaron danos por toxicidad y se obtuvieron plantas
de Lilium hybrida‘Indian Summerset’ con una altura de hasta
91 cm, siendo esta considerada un parametro de calidad.
Por su parte Xu et al. (2002) concluyeron que el NH,* en una
concentracion de 15 al 30 % del N total en la solucién nu-
tritiva aumenta el rendimiento de pimiento dulce (Capsicum
annum L. cv. Hazera 1195), asi como la eficiencia del uso de K.

Szczerba et al. (2006) explican que la absorcion de
potasio en las plantas se da por dos sistemas de transporte
de membrana distintos: el sistema de transporte de alta
afinidad funciona a concentraciones externas bajas (<1 mM)
de K*y el flujo se da hacia dentro de la célula en contra de un
gradiente electroquimico, mediante el uso de un mecanismo
de transporte paralelo K*/H*, y en el sistema de transporte de
baja afinidad dominan concentraciones externas mas altas
(>1 mM) de K*, a través de la actividad de los canales de po-
tasio. Los resultados expuestos (Tabla 1) sobre el contenido
alto de potasio en hojas de Lilium hybrida‘Indian Summerset’
podrian ser explicados por lo dicho anteriormente, ya que el
transporte de K*a una alta concentracion en la parte externa
de la célula, es limitante del transporte de NH,* y contribuye
a disminuir su toxicidad a niveles altos de K*. Probablemente
los resultados se deben a la concentracién de potasio en la
solucién nutritiva utilizada (2.33 mM) que rebasa lo expuesto
por Szczerba et al. (2006), en este caso el amonio estd siendo
absorbido a través de canales que limitan la absorcién de
amonio y por la tanto su toxicidad. La similitud del K* con el
NH,*, en cuanto a su valencia y diametro del ion hidratado,
puede estar impidiendo la absorciéon de amonio debido a la
alta concentracion de potasio.

Marschner (1995) y Parra et al. (2012) encontraron que
al aumentar el suministro de amonio en 15 % en la solucién
nutritiva de Steiner se disminuyd la concentraciéon de mag-
nesio a 0.2 % en tallos de jitomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), resultados similares se encontraron en las hojas de
Lilium hybrida var.‘Indian Summerset; al utilizar una solucion
con 12.5 % de amonio (Tabla 1).

Britto y Kronzucker et al. (2002) mencionaron que uno
de los efectos dafinos que puede ocasionar el suministro
de niveles altos de NH,* en la planta es la inhibicion de la
absorcién de cationes como el magnesio. Marschner (1995)
cité que la absorcion del magnesio puede estar fuertemente
abatida por cationes como el amonio. Urbina et al. (2020)
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reportaron que la concentracién de Mg en la hoja de chile
huacle (Capsicum annum L.) disminuy6 por efecto del NH,*.

Con respecto al factor aporte de vermicomposta en el
suelo, se observa que no existieron diferencias significativas
para las variables contenido de fésforo, calcio y magnesio en
hoja, sin embargo, la aplicacion de vermicomposta tuvo efec-
to altamente significativo sobre el contenido de potasio y
efecto significativo en nitrogeno. Velasco et al. (2001) tuvieron
resultados similares en cuanto a la adicién de vermicomposta
en plantas de tomate de cascara (Physalis spp.) var. Rendidora
con relacién al contenido de nitrégeno con 2 %. De acuerdo
con los rangos de suficiencia de macronutrientes reportados
por Mills y Benton (1996) en Lilium hybrida, se destaca que
los valores registrados sobre la variable contenido de potasio
variaron de 4.40 a 5.53 (Tabla 1), los cuales son altos ya que
exceden el rango de suficiencia que es de 1.49-3.91, en cuan-
to al nitrégeno los valores obtenidos variaron de 2.01 a 2.50
mismos que se mantienen dentro de la suficiencia de 2-4, de
esto se asume que la vermicomposta aplicada al 5 % en el
cultivo de Lilium hybrida var. ‘Indian Summerset’ provee el
contenido de nitrégeno suficiente para un buen crecimiento
de la planta. El contenido de magnesio es bajo mientras que
la concentracién de fésforo es alta, y los niveles de calcio se
mantuvieron dentro del rango suficiencia de 0.20-2.20, en
hojas de Lilium hybrida var. ‘Indian Summerset, conforme
a los niveles de suficiencia reportados por Mills y Benton
(1996). Cabe senalar que, en todos los factores estudiados,
fertilizacion, vermicomposta y micorrizas, los niveles de con-
centracién de nutrimentos mantienen la misma tendencia.

Cuando se fertilizé el cultivo de Lilium hybrida 'Indian
Summerset’ con vermicomposta se elevé la concentracion
de nitrégeno y potasio en hojas, con respecto a las plantas
que no se les aporté materia orgénica. No asi en el contenido
de fésforo donde no existieron diferencias significativas por
efecto del uso de vermicomposta (Tabla 1), resultados simi-
lares fueron mostrados por Manjarrez et al. (1999) quienes
tampoco obtuvieron diferencias por el contenido de fosforo
en hoja de chile serrano (Capsicum annuum L.).

En el factor aplicacién de micorrizas (Tabla 1) se des-
taca que no se obtuvo diferencias significativas sobre el con-
tenido macronutrientes evaluados en hojas de Lilium hybrida
‘Indian Summerset. La aplicacién de micorrizas no afecté la
absorcion de N, P, K, Ca y Mg; contrario a lo reportado por
Azcén y El-Atrash (1997) quienes indicaron que las micorri-
zas mejoran la producciéon de hormonas y antibidticos que
contribuyen al aumento del drea de la raiz y por lo tanto a
una mayor eficiencia en la absorciéon de nitrégeno, fésforo,
potasio y calcio. Bolduc y Hijri (2011) sefalaron que el micelio
producido por las micorrizas genera una extensa red de hifas
que permite mayor absorciéon de nutrimentos. Por su parte
Sylvia et al. (1993) dicen que las micorrizas modifican el pH
de la rizésfera mejorando con ello la absorcién nutrimental.
En cuanto al fésforo quiza no hubo efecto en la absorcion de
este elemento en Lilium hybrida ‘Indian Summerset’ debido
al alto suministro de fésforo en la solucién, Sylvia et al. (1993)
advierte que cuando existen alrededor de 10 mgKg™ de P ex-
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traible en el suelo se afectan la funcionalidad de los hongos
y sus beneficios.

El factor fertilizacion afecto la variable altura de planta
al apice, la mayor diferencia se presenta entre la solucion con
12.5 % amonio y la solucién con 0 % amonio con 3.37 cm
(Tabla 2). Se enfatiza que la mayor altura de planta al apice
se obtiene cuando se usa 12.5 % de amonio en la solucién
evaluada. Alvarez et al. (2008) al suministrar una solucién nu-
tritiva de 0.72 atm a plantas de Lilium cv. Vermeer cultivadas
en hidroponia, reportaron que la altura del tallo fue de 94.3
cm, mientras que en esta investigacion se obtuvo una altura
de tallo de 91.15 cm con la solucién nutritiva a 12.5 % de
amonio aplicada en suelo. Una relacion adecuada de NO, 'y
NH,* en una solucién nutritiva incrementa el crecimiento en
relacién con la altura de planta, biomasa y el rendimiento
de los cultivos (Chang et al., 2010; Chen et al., 2015; Liu et al.,
2017).

Tabla 2. Efecto del amonio, vermicomposta y micorrizas sobre la altura de
tallo y longitud de flor de Lilium hybrida var./Indian Summerset’ cultivada
en suelo.

Table 2. Effect of ammonium, vermicompost and mycorrhiza on stem
height and flower length of Lilium hybrida var.’Indian Summerset’ grown in
soil.

Variables de calidad de Lilium

FACTOR HPT HPA LINF ABF LBF
—-—cam-—- -—-cm-- -—-cm-- -—mm-- --mm--

Amonio

0% 88.13a 7145b 16.69a 23.56a 80.41a

7.5% 88.79a 7232a 1648a 2292a 78.18a

12.5% 91.15a 7482a 1637a 2254a 80.63a

Testigo 8872a 7173b 17.01a 23.18a 81.39a

Vermicomposta

(sin) 97.33a" 7868a" 1867a" 25.14a" 8598a"
(con) 81.07b 66.48b 1460b 20.96 b 7432 b
Micorrizas

(sin) 90.43a° 7365a° 16.81a 23.23a 80.96 a
(con) 8796b 7151b 1647a 2287a 79.34a
Interaccién

A*V NS NS NS NS NS
A*M : * NS NS NS
VM NS NS NS NS NS
A*V*M NS NS NS NS NS
C.V. 4.28 4.35 10.27 5.84 7.64

" Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas,
(Duncan; P < 0.05). HPT = altura de planta total, HPA altura de planta al api-
ce, LINF = largo de inflorescencia, ABF = ancho de botén floral, LBF =largo
de boton floral.

' Different letters in the same column indicate significant differences,
(Duncan; P < 0.05). HPT = total plant height, HPA plant height at apex, LINF
= inflorescence length, ABF = flower bud width, LBF = flower bud length.

Con relacién a la aplicacion de vermicomposta, Do-
minguez et al. (2010) refirieron que ésta puede aumentar
el crecimiento y desarrollo vegetal debido a que mejora las

propiedades fisicas y quimicas de los suelos, aporta microor-
ganismos benéficos que incrementan la disponibilidad de
nutrimentos, aumenta la actividad enzimatica y la produc-
cion de fitohormonas. Como se sabe, el humus de lombriz
tiene efectos benéficos sobre el crecimiento y desarrollo en
diversas especies vegetales, contrario a lo ocurrido en esta
investigacion; cuando se aplicé materia organica al cultivo de
Lilium hybrida var. ‘Indian Summerset’ se registré6 un menor
crecimiento (Tabla 2). A pesar de que las plantas tratadas
con vermicomposta mostraron una mayor concentracién de
nitrégeno y potasio en hojas (Tabla 1), éstas no presentaron
un incremento en el crecimiento. En las plantas donde no se
utilizé vermicomposta se tuvo mayor altura de planta total
con una diferencia de 16.29 cm, la altura de planta al apice
tuvo una diferencia de 12.2 cm, la longitud de la inflorescen-
cia tuvo una diferencia de 4.07 cm, mientras que la variable
ancho de botén floral mostré una diferencia de 4.18 mm, y
la longitud de boton floral tuvo una diferencia de 13.66 mm
(Tabla 2). Dichos resultados pudieron deberse a lo citado por
Zaller (2007) quien menciona que la respuesta de las plantas
ala vermicomposta es variable, de acuerdo a la especie vege-
tal y la variedad en la que se suministre. Por su parte Rodda
etal. (2006) y Roberts et al. (2007) senalaron que el efecto de
la vermicomposta sobre las plantas también va a depender
del proceso de producciéon de ésta, el material de origen y el
tiempo de almacenamiento.

Atiyeh et al. (2000) concluyeron que la respuesta de las
plantas de tomate a la vermicomposta va a depender de su
concentracion en el medio de cultivo, ellos probaron diferen-
tes concentraciones de vermicomposta para la produccion de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cuando utilizaron 100
% de vermicomposta el rendimiento del cultivo disminuyé
mientras que cuando utilizaron proporciones de 10 %y hasta
40 % mejoro el rendimiento. Los mismos autores sefalaron
que el suministro de vermicomposta en las plantas dan una
respuesta tipica hormonal, a menor concentracién existe un
mayor crecimiento de la planta y a mayor concentracion se
presenta una disminucién del mismo. Por su parte Roberts
et al. (2007) encontraron que el rendimiento, nimero y peso
de frutos no se vieron afectados por la presencia de vermi-
composta; con sus resultados rebatieron que los beneficios
reportados por la vermicomposta en la produccién horticola
son exagerados. Bachman y Metzger (2008) reportaron que
la incorporacion de vermicomposta en el sustrato a una
concentracion de 20 % mejord el peso de brotes y raices,
area foliar y proporciones brote: raiz de plantulas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) y caléndula francesa (Tagetes
patula nana), sin embargo, la vermicomposta tuvo poca in-
fluencia sobre el crecimiento de plantulas de pimiento.

Las plantas de Lilium hybrida ‘Indian Summerset’a las
que no se les inoculé con micorrizas tuvieron un incremento
en laaltura de planta total (2.47 cm) y altura de planta al dpice
(2.14 cm), mas que las plantas que si fueron inoculadas. Azcon
y El-Atrash (1997) mencionaron que las micorrizas producen
hormonas y antibiéticos que promueven el crecimiento de la
raiz, lo que provoca una mayor eficiencia en la absorcion de
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nutrimentos y por lo tanto mejora el crecimiento de las plan-
tas, caso contrario ocurrié en esta investigacion, en donde no
hubo respuesta de las plantas de Lilium hybrida var. ‘Indian
Summerset’ a la inoculacion de micorrizas y sus beneficios,
esto alude a que la planta absorbio fésforo directamente de
la solucion nutritiva, a pesar de que ésta tiene una concentra-
cién de 0.24 atm, su contenido de fésforo puede ser alto para
el caso de Lilium, esto sugiere que los niveles de fésforo en la
solucién nutritiva se pueden reducir ain mas, con el propé-
sito de promover los beneficios de la micorriza; Smith et al.
(2011) propuso que la aplicacion excesiva de fosforo puede
alterar la colonizacién de las micorrizas en las raices y en el
suelo. Sylvia et al. (1993) mencionaron que concentraciones
de 10 mgKg™' de P extraible en el suelo afectan la funcionali-
dad de los hongos y los beneficios que aportan a las plantas.
En general Rubi et al. (2009) dijo que la aplicacién excesiva
de fertilizantes puede evitar el crecimiento de las micorrizas.

En la Figura 1 se observa el efecto interactivo de los
factores amonio x micorrizas sobre la variable altura de plan-
ta al dpice, se destaca que con el suministrode 0%y 12.5 %
de amonio en la solucién nutritiva y sin aplicacion de mico-
rrizas se tiene la mayor altura de planta al dpice. También se
distingue que no hubo diferencias significativas respecto a
las plantas que son regadas con 7.5 % y 12.5 % de amonio
y con la inoculacién de micorrizas. En estos resultados se
observa que en la mayoria de los tratamientos el suministro
de amonio incrementé la altura del tallo al apice en Lilium
hybrida var.'Indian Summerset’ En la misma figura se destaca
que con 7.5 % de amonio y sin micorrizas y el Testigo no me-
joraron la longitud de tallo al apice. Las plantas sin amonio y
con la inoculacién de micorrizas tuvieron la menor longitud
de tallo al dpice. El testigo con y sin micorrizas no mejora la
calidad de los tallos de corte de Lilium hybrida ‘Indian Sum-
merset.
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Figura 1. Efecto de la interaccién amonio x micorrizas sobre la variable
altura de planta al dpice (cm) en el cultivo de Lilium hybrida var.Indian
Summerset’

Figure 1. Effect of the ammonium x mycorrhiza interaction on the variable
height of the plant at the apex (cm) in the cultivation of Lilium hybrida var.
‘Indian Summerset"
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En la Figura 2 se observa el efecto interactivo de los
factores amonio x micorrizas sobre la variable altura de plan-
ta total, se destaca que con el suministrocon 0%y 12.5 % de
amonio y sin micorrizas se incremento la longitud del tallo
en Lilium hybrida var.‘Indian Summerset’ lo que sugiere que
con el sélo suministro de la solucidn nutritiva se tienen tallos
de calidad. Las plantas en las que no se adicioné amonio y se
aplicé micorrizas la altura de los tallos no incremento.
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Figura 2. Efecto de la interaccién amonio x micorrizas sobre la variable
altura de planta total (cm) en el cultivo de Lilium hybrida var.’Indian Sum-
merset.

Figure 2. Effect of the ammonium x mycorrhiza interaction on the variable
total plant height (cm) in the cultivation of Lilium hybrida var.‘Indian Sum-
merset.

El tipo de fertilizacion utilizado en la investigacion
tuvo un efecto altamente significativo para las variables peso
seco de toda la planta y peso seco del tallo, mientras que el
peso seco de la inflorescencia y de la hoja muestran diferen-
cia significativa. En general se distingue que el peso seco se
ve afectado por el tipo de fertilizacion, y particularmente las
aplicaciones de solucién nutritiva con amonio (12.5 %) sobre-
salen con respecto a la solucion sin amonio. La diferencia que
se presenta en la variable peso seco de toda la planta entre la
solucidn sin amonio y la solucién con 12.5 % de amonio fue
de 2.47 g, lo que representa el 20.79 % mayor. Alvarez et al.
(2008) obtuvieron resultados similares en Lilium cv. Vermeer
a los expuestos en el Tabla 3 con relacién a la variable peso
seco de toda la planta, con 15.9 gplanta™”al aplicar una solu-
ciéon nutritiva de Steiner de 0.72 atm en hidroponia.

La variable peso seco de tallo presenta una diferencia
de 0.8 g entre la solucién con 12.5 % de amonio y la soluciéon
sin amonio, lo que representa 18.05 % mas. La variable peso
seco de inflorescencia presenta una diferencia de 0.84 g en-
tre la solucién A3y la solucion A1, lo que representa 28.96 %
mayor. En cuanto a la variable peso seco de hoja se obtuvo
una diferencia de 1.97 g entre la solucién A3y la solucién A1,
lo que represent6 el 43.68 % superior. Esto se pudo deber a
que la asimilacion del amonio es mas eficiente energética-
mente hablando que la asimilacion del nitrato. Anttinez et al.
(2014) citaron que una adecuada combinacién de amonio y
nitrato incrementa la absorcion de nitrégeno en las plantas,
es incorporado rapidamente a esqueletos carbonados para
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Tabla 3. Efecto del amonio, vermicomposta y micorrizas sobre peso fresco y seco de bulbo, tallo, hoja y flor de Lilium
hybrida var.‘Indian Summerset’ cultivada en suelo.

Table 3. Effect of ammonium, vermicompost and mycorrhiza on fresh and dry weight of bulb, stem, leaf and flower of
Lilium hybrida var.’Indian Summerset’ grown in soil.

Variables de calidad de Lilium

FACTOR PFB PFTP PFINF PFT PSB PSTP PSINF  PST PSH
9

Amonio

0% 54.09a 121.67 a 42.13a 37.99a 13.51a 11.88c” 290b" 443b" 451b

7.5% 54.38a 125.13 a 37.36a 39.56a 14.60a 14.08b 3.67a 511a 528b

12.5% 55.08 a 125.96 a 35.68 a 3986a 1291a 1435a 374a 523a 6.48 a

Testigo 61.16a 12524 a 4584 a 3743a 16.08a 13.12b 3.69a 462 b 5.02b

Vermi.

(sin) 59.99 a 135453~ 46.71a" 4247 a" 15.56a" 14.82a” 393a” 561a” 523a

(con) 5236 b 113.55b 33.79b 3495b 12.99b 11.89b 307b  4.08b 541a

Mico.

(sin) 56.06 a 123.77 a 39.62 a 3830a 13.86a 1341a 355a 4.89a 563a

(con) 56.29 a 125.23 a 40.88 a 39.12a 1469a 13.30a 345a 4.80a 502a

Inter.

A*V NS NS NS NS NS NS NS NS NS

A*M NS NS NS NS NS NS NS NS NS

V*M NS . NS NS NS NS NS NS NS

A*V*M NS NS NS NS NS NS NS NS NS

C.V. 22.8 9.88 7.64 9.74 28.88 9.18 17.13 8.34 9.98

* Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, (Duncan; P < 0.05). PFB = peso fresco de bulbo,
PFTP = peso fresco total de planta, PFINF = peso fresco de inflorescencia, PFT = peso fresco de tallo, PSB = peso seco de
bulbo, PSTP = peso seco total de planta, PSINF = peso seco de inflorescencia, PST = peso seco de tallo, PSH = peso seco
de hoja.

' Different letters in the same column indicate significant differences, (Duncan; P < 0.05). PFB = fresh bulb weight, PFTP =
total fresh plant weight, PFINF = fresh inflorescence weight, PFT = fresh stem weight, PSB = bulb dry weight, PSTP = total

plant dry weight, PSINF = inflorescence dry weight, PST = stem dry weight, PSH = leaf dry weight.

formar aminodcidos y por lo tanto aumenta el crecimiento de
los cultivos. Urbina et al. (2020) encontraron que la respuesta
en el rendimiento de las plantas al suministro de amonio en
dos poblaciones de chile huacle (Capsicum annuum L.) fue
diferente en cada una dependiendo de la concentracién de
amonio suministrada. Con esto se infiere que el suministro de
amonio en una concentraciéon adecuada para cada cultivo,
especie, variedad o poblacion tiene una respuesta satisfacto-
ria en el crecimiento de las plantas. Este incremento en la bio-
masa (peso seco) en las variables reportadas en el Tabla 3 se
puede explicar debido a que el nitrégeno es un componente
de las proteinas (Pajares, 2016). Maldonado (2008) indica que
las plantas incorporan el amonio en esqueletos carbonados

para la sintesis de aminoacidos, evitan su acumulacién por la
toxicidad y lo incorporan rdpidamente para formar proteinas
e incrementar la biomasa de las plantas.

Cuando no se suministré vermicomposta al cultivo de
Lilium hybrida var.‘Indian Summerset’ se tuvieron diferencias
altamente significativas en las variables peso fresco total de
planta, peso fresco de tallo, peso seco total de planta, peso
seco de inflorescencia y peso seco de tallo, y diferencias
significativas en las variables peso fresco de bulbo, peso
fresco de inflorescencia y peso seco de bulbo; pero no hubo
diferencias para la variable peso seco de hoja. Se destaca que
las plantas no respondieron al suministro de vermicomposta
con relacion a las variables de crecimiento (Tabla 3). Estos
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resultados son similares a los alcanzados por Rodriguez et
al. (2007) quienes trataron plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) con arena mas fertilizantes, y las compa-
raron con plantas tratadas con una mezcla de arena mas
vermicomposta y micronutrimentos quelatizados, y también
plantas con arena mas extracto de vermicomposta, sus re-
sultados con relacion a la biomasa demuestran que el trata-
miento quimico superé en 20 % en cuanto a produccién, con
respecto a las plantas a las que les aplicaron vermicomposta.
Manjarrez et al. (1999) no encontro efectos significativos de
las dosis aplicadas de vermicomposta en plantas de chile se-
rrano (Capsicum annuum L.). De acuerdo con los reportes de
Hartz et al. (1996), Manjarrez et al. (1999), Velasco et al. (2001)
y Rodriguez et al. (2007) se infiere que puede no haber un
efecto por el uso de vermicomposta con relacién a la variable
biomasa. Al contrario, Ozores et al. (1994) sefalaron que el
uso de composta aumento la biomasa del cultivo de jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill.). Rodriguez et al. (2007) tam-
bién encontraron que el peso seco de las plantas de jitomate
que ellos produjeron en una mezcla de arena mas vermicom-
posta y micronutrimentos quelatizados igualaron a las fertili-
zadas de forma convencional (arena mas fertilizante quimico)
pero no las superaron. Velasco et al. (2001) mencionaron que
las plantas de tomate de cdscara var. Rendidora responden
positivamente a la adicion de vermicomposta con relacién a
la acumulacién de materia seca total, a los 60 y 90 DDS.

En general no se muestran efectos de la aplicacion
de las micorrizas sobre la biomasa de Lilium hybrida ‘Indian
Summerset’ (Tabla 3), esto se puede deber al efecto de la
concentracion de la solucién nutritiva utilizada o a la baja
cantidad de inoculo de micorrizas (7 g), en cambio Rubi et
al. (2009) encontraron diferencias significativas para las varia-
bles peso seco de raiz, peso seco de tallo y peso seco de flor
en Lilium sp. cv Orange pixie, al utilizar 100 g de in6culo de
Glomus fasciculatum por 1 kg de suelo. Manjarrez et al. (1999)
también consiguio efecto positivo sobre la biomasa de chile
serrano (Capsicum annuum L.) a una dosis de 15 g de inoculo
de micorrizas en macetas con 5 kg de suelo. En cuanto a la
influencia de la solucién nutritiva a pesar de tener una con-
centracion de 0.24 atm, quiza esta pudo inhibir el efecto de
las micorrizas sobre el incremento de la biomasa de Lilium
hybrida var. ‘Indian Summerset, con relacién a esto, Rubi et
al. (2009) senala que el uso excesivo de fertilizantes puede
ser nocivo para los hongos micorrizicos. Dichos autores con-
cluyeron que el periodo de inoculacién, el tipo de aislado del
hongo, la fuente y concentracién del fertilizante quimico se
deben considerar para maximizar los beneficios de la simbio-
sis y en este trabajo dichos factores también pudieron influir
sobre la respuesta Lilium hybrida var. ‘Indian Summerset’ al
uso de micorrizas. Manjarrez et al. (1999) dice que el uso de
vermicomposta no afecta la colonizacion micorrizica.

En el Tabla 3 se observa que existio un efecto interac-
tivo entre el uso de vermicomposta y micorrizas (Figura 3). La
interaccion sin vermicomposta y con micorrizas incrementé
el peso fresco de toda la planta, lo mismo ocurre con la
interaccién sin vermicomposta y sin micorrizas. Cuando se
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aplica vermicomposta y se inoculan las plantas con micorri-
zas se disminuye el peso fresco de la planta, de igual forma
ocurre cuando Unicamente se aplica vermicomposta. Estos
resultados se contraponen con los expuestos por Manjarrez
et al. (1999), quienes al inocular con hongos micorrizicos y
aplicar 3 g de vermicomposta mejoraron el peso fresco de
fruto y seco de follaje de chile serrano (Capsicum annuum L.).
Velasco et al. (2001) reportaron que la combinacién de ver-
micomposta mas micorrizas (Glomus intraradix) incrementé
el peso seco en tomate de cascara (Physalis spp.) Rendidora,
superando a los tratamientos con solo vermicomposta.

160
140...-

140
116.79b
120 130....

100

110.31b
80
60
40 sin micorrizas
20 =4==C0N Mmicorrizas

Peso fresco de toda la planta (g)

SV Ccv
Vermicomposta

Figura 3. Efecto de la interaccién vermicomposta x micorrizas sobre la
variable peso fresco de toda la planta (g) en el cultivo de Lilium hybrida var.
‘Indian Summerset’

Figure 3. Effect of the vermicompost x mycorrhiza interaction on the whole
plant variable fresh weight (g) in the cultivation of Lilium hybrida var.‘Indian
Summerset”

CONCLUSIONES

Un suministro alto de amonio (12.5 %) en la solucion
nutritiva mejora la calidad de los tallos florales de Lilium hybri-
da.’Indian Summerset, incrementa la absorcion de potasio,
pero disminuye la absorcion de magnesio. Concentraciones
bajas de amonio mejoran la absorcién de fésforo y magne-
sio. En general la vermicomposta ni las micorrizas influyeron
positivamente sobre el crecimiento de Lilium hybrida ‘Indian
Summerset’. Con la aplicacidon de vermicomposta al suelo se
incrementa la concentracion de nitrégeno y potasio en hoja
de Lilium, en cambio con el uso de micorrizas no hubo efecto
en la concentracién de macronutrimentos en hoja.
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RESUMEN

En la agricultura la eficiencia del agua y el equilibrio
de oferta y demanda en cultivos son primordial. La falta de
conocimientos en proceso de infiltracion en riego por gra-
vedad, aumenta en cultivos de alta demanda como maiz,
sorgo Yy frijol. Conocer la retencién de humedad en suelos
agricolas es importante, para satisfacer la demanda en la
agricultura. Esta investigacién tuvo como objetivo estudiar el
movimiento hidrodindmico del agua en ocho tratamientos,
mesclados de manera homogénea, con aditivos orgdnicos
y suelo agricola (franco arcilloso), analizando beneficios en
riego por gravedad (Intervalo de riego). La infiltracién (F), se
analizé con el modelo de Green y Ampt; se evaluaron pro-
piedades fisicas directas e indirectas, como son el contenido
volumétrico de agua a saturacion (6,) y presion capilar frente
de humedecimiento (y,), curva de tension de humedad, el
segundo pardmetro aplicando método de Brooks y Corey
(1964), y conductividad hidraulica (Ks). Los resultados son
variables relacionando al testigo, mejoradores orgénicos in-
crementaron un 30 % la retencion de humedad y el intervalo
de riego incrementd seis dias. El incremento en retencion
de humedad e infiltracién acumulada, se obtuvieron con
material orgénico (T2) y material organico (T7), y obtenidos
en residuos en cosecha de maiz.
Palabras clave: Enmienda organica; infiltracion; retencion
de humedad; modelacién matematica.

ABSTRACT

In agriculture, water efficiency as well as supply
and demand balance in crops are essentials. The lack of
knowledge in the infiltration process in gravity irrigation
increases in high-demand crops such as corn, sorghum and
beans. Knowing the moisture retention in agricultural soils is
important to satisfy the demand in agriculture. The purpose
of this research was to study the hydrodynamic movement
of water in eight treatments, mixed homogeneously, with
organic additives and agricultural soil (clay loam), analyzing
benefits in gravity irrigation (irrigation interval). Infiltration
(F) was analyzed with the Green and Ampt model; direct and
indirect physical properties were evaluated, such as the volu-
metric water content at saturation (6S) and capillary pressure
against wetting (f), humidity tension curve, the second
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parameter applying the Brooks and Corey (1964) method,
and hydraulic conductivity (Ks). The results are variable in
relation to the control, organic improvers increased moisture
retention by 30% and the irrigation interval increased by six
days. The increase in moisture retention and accumulated
infiltration, were obtained with organic material (T2) and
organic material (T7), in corn harvest residues.

Keywords: Organic amendment, infiltration, moisture reten-
tion, mathematical modeling

INTRODUCCION

En la agricultura es necesario hacer un uso eficiente
del agua y proveer una solucién al uso 6ptimo de este recur-
so para equilibrar la oferta y la demanda, ya que en regiones
semiaridas y aridas existe una creciente competencia entre
los limitados recursos hidricos y la creciente demanda por
los cultivos (Li et al., 2012). Para incrementar la eficiencia de
aplicacién en los métodos de riegos superficial es necesario
entender el proceso de infiltracion, que permite calcular el
tiempo 6ptimo de riego (Barry et al.,, 2005), conociendo la
curva de retencion de agua en el suelo, que se define como la
relacién entre el contenido volumétrico de agua y el poten-
cial matrico que determinan el flujo de agua en la zona no
saturada (Moret y Latorre, 2016). Esta relacion es fundamen-
tal para estudiar el drenaje, proceso de infiltracion, conducti-
vidad hidrdulica, programacién de riegos y estrés hidrico en
las plantas, ademds, es una variable esencial en los modelos
hidrolégicos y balances hidricos (Solon et al., 2012). Existen
materiales considerados como mejoradores del suelo que,
por sus caracteristicas fisicas y quimicas, ayudan a mejorar
la retenciéon de humedad, entre ellos estan los hidrogeles y
otros materiales organicos obtenidos por pirdlisis de la bio-
masa residual de plantas, que promueven tanto la retencién
del agua como la de nutrimientos (Opatokun, 2017). La infil-
tracion es el componente del ciclo hidrolégico que conecta
el flujo superficial y el agua subterranea, esta propiedad del
suelo es importante en el disefio de sistemas de riego y dre-
naje, transporte de sedimentos y solutos, manejo de cuencas
(Ali et al.,, 2016), estimacidon de escurrimiento hidrolégico y
recargas de acuiferos (Van den Putte et al., 2013; Mao et al.,
2016). Se ha desarrollado un gran nimero de modelos para
calcular la infiltracion acumulada y la tasa de infiltracion,
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tales modelos se clasifican en empiricos como el propuesto
por Kostiakov (1932) y en semi-empiricos y fisicos (Mufoz-
Carpenay Gowdish, 2005). El primero no es capaz de describir
el proceso de infiltracion a detalle, sin embargo, los modelos
basados en principios fisicos describen con mayordetalle di-
cho proceso; entre los modelos fisicos se encuentra el modelo
de Richard y el de Greeny Ampt (Ali et al., 2016; Deng y Zhu,
2016). La ecuacion de infiltracién de Green y Ampt es una de
las mdas extensamente usadas en la simulacién del proceso
de infiltracion (Ali et al., 2016) y de erosién (Mao et al., 2016),
ya que aplica directamente la ley de Darcy. Ademas, debido
a la simplicidad y precisién en su resolucidn, este modelo se
utiliza para simular la infiltracion vertical en una dimension
en el suelo (Green y Ampt, 1911), a diferencia del modelo
complejo de Richard, que requiere una técnica numérica
implicita iterativa discreta en el tiempo y en el espacio para
su solucién, que implica un alto costo computacional (Rao
et al., 2009). El modelo de Green y Ampt se aplica en suelos
uniformes, estratificados, condiciones de precipitacion esta-
ble o inestables y condiciones homogéneas en contenido de
agua (Dengy Zhu, 2016; Rao et al., 2009; Haibili y Heidarpour,
2015), ya que asume una conductividad hidraulica constante
y un porcentaje en el contenido de agua en la zona de hume-
decimiento y una carga negativa constantes en el frente de
mojado (Haibiliy Heidarpour, 2015). Este conjunto de propie-
dades fisicas del suelo, involucradas en su uso y manejo, son
importantes para entender en qué medida y cémo influyen
en el crecimiento de las plantas (Thompson y Troeh, 1988).
Algunas modificaciones al modelo que se han propuesto se
han combinado con los eventos de precipitacién y han sido
adoptadas en programas computacionales de modelacion
de cuencas como el SWAT (Neitsch et al., 2002) y HEC-HMS
(USACE, 2001). Con base en lo anterior, el objetivo de esta
investigacion fue estudiar la retencién de agua y la infiltracién
del agua en un suelo agricola franco arcilloso con y sin mejo-
radores organicos en diferentes proporciones, para estimar el
tiempo de riego por gravedad.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en el laboratorio de
drenaje y fisica de suelos del Departamento de Suelos de la
Universidad Auténoma Chapingo, ubicada a 19° 20’ latitud
norte, 98° 53’ longitud oeste, 2240 m. Este consistio en la
toma de 15 muestras de un kg de suelo en forma homogénea
y estratificada a una profundidad de 30 cm, en un terreno ubi-
cadoen el distrito de riego nimero 35“el Burridon”en Guasave,
Sinaloa, México. Se determinaron los intervalos de riegos
para cultivo de maiz para el ciclo agricola otofio-invierno con
la informacion climatoldgica del lugar mas cercano al sitio
experimental en Guasave, Sinaloa. La evapotranspiracion
se calculd aplicando el método de Blaney y Criddle (1950).
Se obtuvieron los costos de produccién de los tratamientos,
que consistieron en mezclas en diferentes proporciones
de suelo con los materiales organicos que se usaron como
mejoradores de suelos. Los mejoradores organicos se ob-
tuvieron a partir de los residuos de cosecha del cultivo de
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maiz. Se aplic6 material procesado mediante pirdlisis y no
procesado (material organico sin ninguna modificacion),
e hidrogel sintetizado a partir de pectinas del extracto del
fruto de tejocote, mediante hidrdlisis acida (Heano, 2012).
Se establecié un experimento con ocho tratamientos que se
formaron con la adicion de diferente dosis de mejorador, los
cuales se establecieron en un disefio completamente aleato-
rizado (DCA) con tres repeticiones de cada uno. Se utilizaron
8 muestras de suelo con textura franco arcilloso, las cuales
fueron procesadas a través del tamiz No. 10 para obtener
particulas menores de 2 mm de didmetro. Estas muestras
de suelo se mezclaron con diferentes proporciones de los
materiales organicos evaluados como mejoradores de suelo.
Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: T1 = Suelo
sin mejorador (testigo); T2 = Suelo + 20 g material procesado;
T3 = Suelo + 20 g material sin procesar; T4 = Suelo + 20 g
hidrogel; T5 = Suelo + 40 g material procesado; T6 = Suelo +
40 g material sin procesar; T7 = Suelo + 40 g hidrogel y T8 =
Suelo + 20 g material procesado + 20 g material sin procesar
+ 20 g hidrogel.

Variables medidas y estimadas en laboratorio

Las variables que se midieron en laboratorio (propieda-
des fisicas directas) para cada tratamiento fueron: la densidad
aparente p, (método de la parafina), conductividad hidraulica
K (permedmetro de carga constante), porosidad total n, hume-
dad inicial (método gravimétrico), densidad real p, (método del
picnémetro), saturacion efectiva (S ), textura (método de Day),
humedad a capacidad de campo (CC), humedad en el punto de
marchitez permanente (PMP) y se obtuvo la curva de retencion
de humedad mediante el método de la olla de presion; a partir
de dicha curva se obtuvieron la humedad inicial, humedad a sa-
turacion (©,), presion de entrada del aire (y,) y presion capilar
en el frente de humedecimiento (y ), humedad residual (O ) e
indice de porosidad (B) (Prado et al., 2017).

Modelo de infiltracion de Green y Ampt

W. H. Green y G. A. Ampt (Jintao et al., 2008) desarro-
llaron el primer modelo fisico del proceso de infiltracion. Este
modelo describe ecuaciones simples para describir el calculo
de la infiltracion. Green y Ampt lograron simplificar la teoria
de lainfiltracién considerando el frente de humedecimiento.
La Ecuacién 1 deinfiltracion de Green y Ampt tiene tres para-
metros que se necesitan estimar, estos sonla conductividad
hidraulica a saturaciéon K, (mm-hT), la carga de presién capilar
en el frente de humedecimiento Y, (cm) y el contenido del
cambio de humedad, el cual es la diferencia entre la porosi-
dady el contenido de agua inicial del suelo 6.

Fit)

F(tj=K3t+}L1n(1+T )

A= (p+wg(6,—6) 2)

Donde F (t) es la infiltracién acumulada (cm), t es el
tiempo (h), y, es la carga de presion capilar en el frente de
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humedecimiento (cm), p es la profundidad del agua sobre la su-
perficie (cm), 0, y 0_ son los contenidos volumétricos de agua
en el suelo inicial y a saturacion, respectivamente (cm*-cm), y
K es la conductividad hidraulica a saturacion (cm-h'). Corey y
Brooks (2009) estudiaron las variaciones de la carga de succion
v, con el contenido de humedad 6, en diferentes tipos de suelo
y encontraron una relacion grafica y empirica entre la succion
del suelo y la saturacion efectiva S conocida como la ecuacion
de Brooks-Corey (1964) (Ecuacion 3).

s, = [%]E paray = 3)

Donde y es la presion capilar (cm), 3 es el indice de
distribucion de tamafio de poros (cm*-cm), y, es la presion de
entrada del aire (cm).

La saturacion efectiva se puede expresar como la rela-
cion entre la humedad disponible 6 — 6_(condicion inicial) y el
maximo contenido de humedad en el suelo o porosidad efectiva
¢, (Ecuacion 4) (Van Genuchten, 1980).

8-o,
£ ¢

(4)

Dénde: 6 es el contenido de humedad (cm3 cm?3)
correspondiente a una presion capilar ¢, 0, es el contenido
de humedad residual drenado (cm3-cm?3)y o, es la porosidad
efectivan — 6r (cm3-cm3), donde n es la porosidad total.

La presion capilar del frente de humedecimiento se
obtuvo de la integracién de la ecuacién de Brooks y Corey
(1964) de la conductividad hidraulica relativa a través de la
(Ecuacion 5) (Rawls et al., 1982; Xiang et al., 2015; Prado et al.,
2017).

-5 (7)

W (5)

Donde: @, es la presion de entrada de aire (cm) y
tiene el mismo significado que en la Ecuacién 3.

Los parametros lj)b y B se obtuvieron resolviendo
las Ecuaciones (3) y (4), dos formas de calcular la saturacion
efectiva del suelo (Se), empleando las curvas de retencion
de humedad del suelo (Brooks y Corey, 1964) propiedades
fisicas indirectas que se obtienen de gréficos.

Obtencion de las curvas de tension de humedad delsuelo

Las curvas de tension de humedad se obtuvieron
de muestras de 20 g de suelo por tratamiento, con tres
repeticiones, las cuales se colocaron en cilindros (5.1 cm de
didmetro y 5 cm de altura) y se determiné el contenido de
humedad mediante el método de la olla de presion (Wang et
al,2013)atensiones () de 0,0.01, 0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5,
1,3,5/6,7,9,11,13,15,16 y 17 atm. Se determin¢ el conte-
nido de humedad (8) de cada tratamiento para cada presién
aplicada mediante el método gravimétrico, y con la densidad
aparente del suelo se convirtié a humedad volumétrica. Se

graficaron los pares de puntos (6, {)) como lo describe Prado
etal. (2017).

Calibracion y ajuste estadistico del modelo de Greeny
Ampt.

Para encontrar el valor de los parametros del modelo
de Green y Ampt (, y B) se aplicé el método de minimos
cuadrados no lineales, el cual establece que: dado un vector
de pardmetros, encontrar el error minimo entre los valores
predichos por el modelo y los datos medidos en laboratorio,
Ecuaciones6y7.

p =argmin] (p)
J(p) = Zi=1 ZE1(Fn (80 p) — 7 (£))°

(6)
(7)

Donde ¥ (t.p) son los valores estimados por el
modelo en el tiempo ¢, y, (t) son los valores medidos y, en
el tiempo t,Les el numero de salidas, M es el nUmero de
mediciones, p es el vector de parametros en la calibracién,
pes el vector de parametros con errores minimizados. Para
evaluar la bondad de ajuste del modelo (Se dé la Ecuacion
3), a los valores medidos (Se dé la Ecuacion 4) se calcularon:
el coeficiente de correlacion (r), el sesgo (BIAS) y la raiz del
cuadrado medio de los errores (RMSE) con el uso de los pro-
gramas R-Proyect (2.14.2) y R Development Core Team (2011)
y andlisis bibliografico se utilizé el editor Mendeley Support
Team, (2011).

RESULTADOS Y DISCUSION
Curvas de tension de humedad

En la Figura 1 se presenta la curva de tensién de hu-
medad que caracterizd a cada uno de los tratamientos experi-
mentales, en esta se aprecia la variabilidad en la capacidad de
almacenamiento del agua de los ocho tratamientos, siendo
el tratamiento testigo T1 (Suelo sin ningtin mejorador) el que
presentd los valores mas bajos, con un contenido de hume-
dad a capacidad de campo (6. ) de 0.41 cm*cm?y un punto
de marchitez permanente (GPMP) de 0.135 cm3cm3.Los cuatro
tratamientos con mayor capacidad de retencion fueron:
T2,T7,T6 y T5, cuyos valores de ecc y GPW respectivamente,
fueron (0.44y0.15 cm3cm?),(0.44y0.15 cm3cm?), (0.35y 0.15
cm3cm3) y (0.41y 0.15 cm3-cm3); mientras que los tratamien-
tos T8 (0.38 y 0.14 cm3*cm?), T3 (0.37 y 0.14 cm3*cm3) y T4
(0.39y 0.14 cm3cm?).

Se aprecia el incremento de humedad retenida por los
tratamientos con materiales organicos, los cuales tienen una
diferencia de hasta el 0.10 cm3.cm de agua retenida, donde
los mejores tratamientos (T2 y T7) fueron con aditivos orga-
nicos. En el tratamiento T7 se encontré el mayor almacena-
miento de agua facilmente disponible (30%) para la planta.

En la Tabla 1 se presentan, el coeficiente de correla-
cion (r), el sesgo (BIA) y la raiz del cuadrado medio del error
(RMSE); se observa que en todos los tratamientos el sesgo fue
menores a 0.014 correspondiendo el valor mas bajo para el
tratamiento 8; en general los valores de r fueron cercanos a
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Figura 1. Curvas de retencién de humedad de suelos tratados con mejora-
dores organicos.
Figure 1. Moisture retention curves of soils treated with organic improvers

la unidad, lo que indica un excelente ajuste de los datos; el
valor mas pequeno de RMSE se obtuvo en el tratamiento 4,
esto indica la precisién del método. De acuerdo a los ajustes
encontrados, se deduce que las estimaciones de la saturacion
efectiva y las medidas mediante el método volumétrico son
similares (Tabla 2). De acuerdo a las investigaciones realiza-
das por Prado et al. (2017), los valores de Yf son confiables
para utilizarlos en el modelo de Green y Ampt. Las variables
estimadas y medidas son confiables para determinar la in-
filtracién acumulada en suelos, pero no son confiables para
todo tipo de suelo (Greeny Ampt, 1911).

Tabla 1. Ajustes estadisticos de las curvas de saturacion efectiva del suelo
tratado con mejoradores organicos.

Table 1. Statistical adjustments of the effective saturation curves of soil
treated with organic improvers.

Tratamientos

Criterio T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

R 093 098 095 098 097 089 089 096
Sesgo 002 001 001 0.9 009 001 0.05 001
RMSE 005 004 0.07 003 0.04 003 0.04 0.06

En el Tabla 2 se muestran caracteristicas fisicas que re-
sultaron de la estimacion del modelo de Green y Ampt. Para
resolver problemas de flujo en suelo no saturado a menudo
se requiere el conocimiento de las propiedades hidraulicas
del suelo, la distribucion del tamano de particula, densidad
aparente y contenido de materia orgénica (Van Genuchten
y Leij, 1980). Binayak (1999), menciona que las propiedades
hidraulicas del suelo son importantes para la prediccién del
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flujo de agua en suelos con macro porosidad alta (Textura
gruesa).

La conductividad hidréulica (K ) fue la propiedad que
mas se modificé debido al cambio de porosidad, a mayor
porosidad mayor conductividad hidraulica (Tabla 2), esto se
debe al efecto positivo de la mayor cantidad de materia orga-
nica en los tratamientos, lo que implicaria un menor tiempo
de riegos en cultivos agricolas, por el incremento en la capa-
cidad de retencién debido a que la adiciéon de mejoradores
organicos, modifican las propiedades fisicas en los suelos; se
observo que los tratamientos con materia organica procesa-
do (T2) y sin procesar (T6), mostraron mejores caracteristicas;
mientras que la aplicacién del gel (T8) y tratamiento testigo
(T1) no mostraron mejorias en dichas propiedades. El riego
con agua subterranea altamente salada, la liberaciéon de agua
de mar en las zonas costeras y la acumulacion de sales en
regiones aridas son las principales causas de la salinidad de
los suelos sin materia organica (Clarenc et al., 2020).

Tabla 2. Pardmetros fisicos e hidrodinamicos del suelo tratado con diferen-
tes mejoradores orgénicos.

Table 2. Physical and hydrodynamic parameters of the soil treated with
different organic improvers.

Parametros fisicos obtenidos en forma directa
Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Simbolo

DL I o, 12 1 1 1 1 11 11 11

cm’)

Densidad real (g cm?) P, 26 26 25 24 24 24 27 25
Porosidad total (cm) H 05 06 05 05 06 05 06 06
Conductividad

hidraulica (mm h-) K, 48 79 56 6.1 79 85 74 59
AMLEERlEIE TR e 04 04 03 03 04 03 04 03
de campo (cm? cm?) S8

Humedad a punto de

marchitez permanente 0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.

PMP
(cm3cm?)

Parametros fisicos obtenidos en forma indirecta

Presion de entrada de
aire (cm)

indice distribucion de
poros (cm? cm?)

Presion capilar en el

UR 17 13 15 14 17 13 12 17

B 05 0.7 05 08 06 03 0.7 05

frente de U, 32 31 31 35 34 21 29 33
humedecimiento (cm)

Humedad de _ 6, 04 05 04 05 05 05 05 04
saturacion (cm? cm3) s

Humedad

el (e aniE) 6 0.1 01 01 01 0.1 0.1 0.1 0.1

Curvas de infiltracion acumulada

En la Figura 2 se muestra el comportamiento de la
ldmina infiltrada acumulada del modelo de Green y Ampt
de los 8 tratamientos, los cuales parten de una humedad
inicial del 0.15 cm3.cm?3, Para un tiempo de oportunidad de
una hora se observa claramente una mayor l[dmina de agua
infiltrada en el suelo con mejoradores organicos que en el
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testigo, maximizandose en el suelo con 40 g hidrogel (T7),
con los que se podria tener mayor uniformidad del patrén de
laminas infiltradas en el riego por gravedad. Se han evaluado
modelos como el de Richard para determinar la infiltracion
acumulada (Rao, 2006). Sin embargo, este modelo es dificil
de implementar por la cantidad de pardmetros involucrados;
por otro lado, es mas factible la aplicacién del modelo de
Green y Ampt, para el manejo del riego en suelos agricolas y
predice de manera aceptable la tasa de infiltracién (Prado et
al., 2017). Machiwal et al., (2006) menciona que es posible
que la alta variabilidad de los pardametros de los modelos
de infiltracion, no permitan encontrar un patron definido de
valores, como fue reportado por Machiwal et al., (2006). De
acuerdo con esta investigacion, los mejoradores orgéanicos
obtenidos de biomasa seca, ricos en polimeros naturales,
procesados por pirdlisis pueden ser utilizados para retener

humedad en suelos agricolas, resultados que concuerdan
con lanc encantradnc nar Xiana ot al (201R)

70

60 -

‘le{O}
4
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40

30 A

Infiltracioion Acumulada (cm)

20 A

Tiempo ( h)

Figura 2. Infiltracién acumulada (F) en suelo tratado con diferentes mejora-
dores organicos.

Figure 2. Accumulated infiltration (F) in soil treated with different organic
improvers.

Cantidad y frecuencia de riegos requeridos

En la Figura 3 se muestra la cantidad de riegos que
se deben aplicar en un suelo franco arcilloso con diferentes
mezclas de materiales organicos como mejoradores de sue-
los. Se observa que existe una diferencia marcada en los in-
tervalos de riegos para todos los tratamientos evaluados; los
tratamientos T1,T2, T4, T5, T6 y T8 requieren mayor cantidad
deriegos, pero T3 y T7 requieren un riego menos, de acuerdo
al calendario de riegos que se aplica de manera normal que
el agricultor aplica en el periodo de siembra (5 riegos), los
riegos evaluados de acuerdo a datos calculados serian para
T1=5, T2=5, T3=4, T4=5, T5=6, T6=6, T7=4 y T8=7 como se
muestra en la figura 3, donde el mejor aditivo es el T3 Y T7
por lo que fueron los mejores tratamientos donde se utiliza
menos agua, estudios realizados en laboratorio de fisica de
suelos en la Universidad Auténoma de Chapingo. Esto indica
un beneficio para los modulos de riego al reducir la cantidad

de agua utilizada en un sistema de riego por gravedad sin
que la planta sufra algun dano por estrés hidrico.

Con estos resultados existe evidencia suficiente para
justificar la adicion de materiales orgénicos, ya que se podrian
aumentar los intervalos en el tiempo de riego y disminuir la
cantidad de agua utilizada por los cultivos, lo que propiciaria
unahorro sustancial del vital liquido utilizado por los cultivos.

Cantidad de riegos

T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamientos

Figura 3. NUmero de riegos en suelo tratado con diferentes mejoradores
organicos en riego por gravedad.

Figure 3. Number of irrigations in soil treated with different organic im-
provers with gravity irrigation.

Estudio de viabilidad de acuerdo a costos de produccién
de los mejoradores organicos.

Se realizaron las proyecciones de los costos de
producciéon de los mejoradores organicos de suelo, para
una tonelada de produccién, en donde se obtuvieron los
siguientes resultados en pesos ($): T1 (0), T2 (200), T3 (300.3),
T4 (18,208), T5 (452.3),T6 (17,304), T7 (18,404), T8 (18,798). El
mejorador orgdnico mas rentable de acuerdo a su retencién
de humedad es el material procesado con pirdlisis. En forma
general, sustratos orgdanicos elaborados den la glucosa ha
sido la mayor fuente de carbono utilizada en los procesos
fermentativos, obteniéndose altos rendimientos de biomasa
y productividad de lipidos en comparacion con otras fuentes
de carbono (Silva-Rodriguez et al., 2021). Los hidrogeles son
materiales de un costo alto de produccion, segun estudios
realizados por Mehmet (2014). Los altos costos ($) de algunos
materiales orgdnicos mejoradores de suelos son razones
suficientes por las cuales no se aplican a suelos agricolas,
ademas de que pueden causar dafos a los suelos de acuerdo
a los materiales sintéticos utilizados (hidrogel) (Hernandez,
2012). Una de las ventajas de los materiales procesados con
pirdlisis, a partir residuos de maiz, es que ayudan a mejorar
las propiedades fisicas y quimicas de los suelos y son de bajo
costo, ya que son elaborados de materiales practicamente de
desecho. En el Estado de Sinaloa el residuo de maiz es un ma-
terial que existe en abundancia por las grandes superficies
agricolas destinados a la siembra de este cultivo (CONAGUA,
2020).
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CONCLUSIONES

El modelo de Green y Ampt como herramienta para
describir el proceso de infiltracion mostré alto grado de
confiabilidad en suelos con adicion de mejoradores organi-
cos, con la ventaja de ser un modelo basado en principios
fisicos y faciles de implementar por su estructura matematica
simplificada. Las adiciones de diferentes mejoradores organicos
aumentaron en un 30% la retencion de humedad, en un 5%
la conductividad hidraulica (K) y en 7% la porosidad total
(n), pardmetros del modelo de Green y Ampt que resultd
adecuado para predecir la velocidad de infiltracion del agua
en el suelo. La adicion de mejoradores organicos de suelo
incrementd el intervalo y disminuyd el nimero de riegos en
suelos de textura franco arcilloso en Guasave, Sinaloa.

La aplicacion al suelo de mejorador organico proce-
sado podria ser una alternativa viable para el sector agricola
por su alto grado de retencién de humedad, su bajo costo
de produccién y por su disponibilidad, en Guasave Sinaloa,
México.
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RESUMEN

Las sequias recurrentes y la competencia por agua son
principales amenazas al desarrollo del cultivo de maiz (Zea
mays L.) en zonas agricolas de Sinaloa, México. Sinaloa es el
principal productor de maiz, pero se aplica una excesiva can-
tidad de agua en riego por gravedad, situaciéon que debe dis-
minuir sin mermar rendimientos en cultivos. Existen formas
de mejorar las condiciones de humedad en los suelos, son:
labranza minima y de conservacién, geles sintéticos, que per-
miten la retencion de humedad en los suelos. La baja dispo-
nibilidad y alta competencia hidrica, se requiere estrategias
para mejorar la retencién de agua, los aditivos organicos son
una alternativa. Esta investigacion tiene como objetivo cono-
cer efectos movimiento del agua, tiempos de riego (minimo
y maximo), gasto (litros) y produccién de maiz (kg), aplican-
do riego por gravedad con aditivo orgdnico (soca de maiz
procesado con pirolisis). Se elaboré un disefio experimental
de 3x3. Los tratamientos fueron: testigo T1 (suelo normal),
tratamiento T2 (suelo + 250 kg/ha), tratamiento T3 (suelo
+ 500 kg/ha™). Se encontro efecto positivo en el incremento
de retencion de humedad del suelo con aditivo orgéanico con
250y 500 kg/ha™ y una mayor produccién de grano de maiz
conforme incrementé la dosis del aditivo organico.
Palabras clave: Siembra de maiz; gasto de agua; aditivo
organico; produccién de maiz.

ABSTRACT

Recurring droughts and competition for water are
the main threats to the development of maize (Zea mays L.)
cultivation in agricultural areas of Sinaloa, Mexico. Sinaloa is
the main producer of corn, but an excessive amount of water
is applied with gravity irrigation, a situation that should be
reduced without reducing crop yields. There are ways to
improve soil moisture conditions, including minimum and
conservation tillage, synthetic gels, which allow soil moisture
retention. The low availability and high competition for wa-
ter, strategies are required to improve water retention, with
organic additives as one alternative. The objective of this
research is to know the hydrodynamic effects of water, irri-
gation times (minimum and maximum), expenditure (liters)
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and corn production (kg), applying gravity irrigation with
an organic additive (processed corn straw). An experimental
3x3 design was elaborated. The treatments were: control T1
(normal soil), treatment T2 (soil + 250 kg/ha), treatment T3
(soil + 500 kg/ha). A positive effect was found in the increase
retention of moisture in soil with organic additive at 250 and
500 kg/ha, and a higher production of corn grain as the dose
of organic additive increased.

Keywords: Corn planting; water use; organic additive; corn
production.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos de cereales
mas importantes de México y juega un papel importante en
la seguridad alimentaria. El maiz (Zea mays L.) es fuente de
péptidos bioactivos con actividad antihipertensiva, pueden
obtenerse por hidrélisis de harina de gluten de maiz (HGM),
como subproducto de molienda hiumeda (Montoya-Rodri-
guez et al.,, 2020). Las sequias recurrentes y la competencia
por el agua son las principales amenazas al desarrollo de este
cultivo en Sinaloa; por tanto, la agricultura de riego por grave-
dad debe disminuir los volumenes aplicados de agua sin una
merma en los rendimientos (Conagua, 2020). En condiciones
de baja disponibilidad y alta competencia por el agua, se re-
quiere una estrategia integral para mejorar la productividad
(Garcia, 2007). Cabe mencionar que el uso y aplicacién del
agua en la produccién de maiz, los volumenes y tiempos de
riego estan a criterio de los agricultores, sin bases técnicas
que regulen su uso, por lo que se desperdicia, sin prever los
tiempos de sequia, en el estado de Sinaloa (Conagua, 2020).
En México, el maiz ocupa la mayor superficie cultivada, de 7
a 8.5 millones de ha y la mayoria (85 %) en condiciones de
temporal y solo el 15 % restante con riego por gravedad. Si-
naloa es el principal productor de maiz con riego (65% de la
produccién nacional) durante el ciclo otofo-invierno. México
a pesar de ser un pais maicero, enfrenta un grave problema
de autosuficiencia de maiz (Ojeda-Bustamante et al., 2006;
Lopez et al., 2001). Pero se requieren enfoques innovadores
para ayudar a los agricultores a manejar sus escasos recursos
de agua y nutrimentos en los campos de cultivo, que ofrez-
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can los mejores rendimientos, (Shahzad et al., 2017; Li et al.,
2018). Los cultivos de cereales contribuyen con el 40 % de
los componentes de energia y proteinas en la dieta humana
y su cultivo cubre alrededor del 70 % de la superficie total
agricola del mundo, de todos los cereales, el maiz es el tercer
cultivo mds importante; ademas, se usa para producir bio-
combustibles (Shahzad et al., 2017). La aplicacién de aditivos
orgdnicos (soca de maiz procesada con pirolisis) tiene un
efecto positivo en las propiedades fisicas, quimicas y biolégi-
cas del suelo, debido al alto contenido de macro nutrimentos
(nitrégeno, fésforo, calcio y azufre), micronutrientes (hierro,
cobre y zinc) y microorganismos benéficos (Gtab et al., 2018).
Los abonos orgdnicos se recomiendan en tierras sometidas a
la agricultura intensiva para mejorar la estructura del suelo;
con ello, se aumentan la capacidad de retencién de aguay la
disponibilidad de nutrimentos para las plantas (Lépez et al.,
2001). La aplicacién a largo plazo de fertilizantes organicos
y quimicos combinados puede estabilizar el rendimiento
del cultivo y hacerlo mds sostenible mejorando las propie-
dades del suelo (Li et al., 2018). El objetivo de este trabajo
fue conocer el efecto hidrodinamico que tiene la aplicacién
de un aditivo organico sobre la retenciéon de humedad en el
suelo y su impacto en el rendimiento de grano de maizy en
la eficiencia de uso del agua durante el ciclo otofo-invierno
2018-2019 en Guasave, Sinaloa, México.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el campo experimental agricola
del Instituto Tecnoldgico Superior de Guasave, Sinaloa (ITSG),
apoyado por los laboratorios de Biotecnologia Agricola del
Instituto Politécnico Nacional (IPN) unidad Guasave, Sinaloa,
con ubicacién geografica 25° 58’ latitud norte, 108° 52’ lon-
gitud oeste, 220 msnm. El area especifica de la comunidad
el Burrién, ubicada al sur de Guasave en el distrito de riego
063 a un costado de la carretera México 15. Guasave, Sinaloa,
México, es una regién agricola de gran importancia llamada
también “Corazén agricola de México” (Conagua, 2020). Los
suelos de la region de Guasave son planos en su mayoria, con
una textura predominantemente franco arcillosa (60% limo,
20% arcillay 10% arena), una densidad aparente de 1.1 g-cm"
3,y una humedad aprovechable volumétrica alrededor del 16
% (Conagua, 2020). De acuerdo a las estadisticas, Sinaloa es el
que aporta mayor produccién de granos a nuestro pais, pero
el que mas agua utiliza en siembras de maiz y otros cultivos
(Conagua, 2020).

Disefo experimental

Se evaluaron tres tratamientos con dos dosis de un
aditivo Organico, T-1 = Suelo normal, T-2 = Suelo + 250 kg
aditivo orgénico/ha-1, T-3 = Suelo + 500 kg aditivo orga-
nico/ha-1, con tres repeticiones, en un espacio de 30 x 90
m2. Los materiales manualmente, posteriormente fueron
incorporados y homogenizados con equipo de barbecho y
rastreo, a una profundidad de 30 cm, que corresponden a 2.5
y 5 t-ha-1, con un costo de $2,000.00 x tonelada, se niveld
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Figura 1. Ubicacion de los tratamientos estudiados en el cultivo de maiz

en el ciclo otofo-invierno de 2019-2020 en el campo experimental del Insti-
tuto Tecnoldgico Superior de Guasave (ITSG).

Figure 1. Location of the treatments studied in the corn crop in the
autumn-winter cycle of 2019-2020 in the experimental field of the Higher
Technological Institute of Guasave (ITSG).

el suelo a 10 cm de pendiente con equipo automatizado
(GPS). Se marcaron los surcos, se fertilizé y se realizaron sus
respectivos canales de alimentacion y drenaje de agua; los
equipos utilizados fueron: rastra, arado de discos, canalera,
aspersores, sembradora de precision, equipo de fertilizacion
cultivo y tractor marca John Deere.

Propiedades fisicas y quimicas de los suelos

Se determinaron las propiedades fisicas del suelo de
los tres tratamientos, la Textura (Método de Day) (Buol et al.,
1997), Ph, Conductividad eléctrica (CE), materia organica
(MO), Densidad aparente P, Densidad real (P Porosidad
total (V), Infiltracién acumulada (f) y Tasa de infiltracion (F)
(Laboratorio de Fisica de suelos de la Universidad Autonoma
de Chapingo) y aplicando el modelo de Green y Ampt (Prado
et al, 2017) Se determinaron las curvas de infiltracion de
humedad segun Green y Ampt (1911) y Prado et al. (2017),
con la finalidad de predecir lamina (cm) y tiempos de riego
(h) en el suelo utilizado.

Se realizé un andlisis quimico (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu
y Na) a los tres tratamientos en el laboratorio de fertilidad
del Instituto Politécnico Nacional (IPN) unidad Guasave, para
definir la dosis de fertilizacion.

Elaboracién de aditivo organico

Se recolectaron materiales secos de maiz, biomasa
agricola, en predios de agricultores en Burrioncito, Guasave
Sinaloa. Posteriormente se trituraron (polvo), proceso de
secado del cual se introdujeron en un equipo cerrado en
ausencia de oxigeno, aplicando temperaturas de 300 °C, con
la finalidad de obtener carbonos (C), utilizados como aditivos
orgdnicos retenedores de humedad en suelos agricolas,
el equipo cuenta con una salida para liberar oxigeno (0),
hidrogeno (H) y alquitranes (ligninas y pectinas), materiales
de los que estd conformado la soca de maiz. La pirolisis es
uno de los procesos mas utilizados para separar los carbonos
existentes en materiales organicos (celulosa, hemicelulosa,
lignina, pectina) en la que se aplica temperatura en ausencia
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de oxigeno, dichas sustancias orgdnicas pueden ser utiliza-
das como retenedores de humedad y elementos quimicos
del agua (Hernandez et al., 2012).

Fertilizacion

La férmula de fertilizacion que se aplicé fue de 400-
100-00 de N-P205-K20, respectivamente. Antes y después
del riego se tomaron lecturas de humedad gravimétrica con
la finalidad de realizar la siembra a Capacidad de Campo (CC),
se sembré maiz variedad Asgrow Caribou, el 15 de noviem-
bre de 2019 y se cosech6 el 17 de mayo del 2020 con una
humedad de grano de 14.7%. La densidad de siembra fue
de 128,000 plantas-ha™ con un espaciamiento entre plantas
de 10-12 cm y una separacién entre surcos de 0.75 m. La
densidad 6ptima de siembra para tener un efecto positivo en
los componentes del rendimiento y la mayor produccion de
maiz en la franja maicera de Estados Unidos (Jia et al., 2017).
Los cambios en la fecha de siembra del maiz alteran la tasa de
crecimiento del cultivo y la duracion de las fases fenoldgicas,
lo que, a su vez, modifica el rendimiento del grano y sus com-
ponentes (Bonelli et al., 2016).

Aplicacion de riegos

La aplicacion del riego se llevé acabo de acuerdo a las
curvas de tensién de humedad, se tomé muestra del sueloy
se mesclo con el aditivo, generadas en el laboratorio de fisica
de suelos de la Universidad Auténoma de Chapingo de los
tres tratamientos, realizando una aforacién para determinar
la cantidad de agua aplicada a los tratamientos (1200 L/h). Se
calcularon los intervalos de riego minimo y maximo (dias),
cantidad de riegos y caudal aplicado (Prado et al., 2017). Se
midié la humedad volumétrica, antes y después del riego,
con un equipo TDR-300 (Marca HANNA) calibrado con agua
destilada, calculado de acuerdo a la evapotranspiracién del
periodo de cultivo (Blaney y Criddle, 1950), método usado
extensivamente en los mas de 130 distritos de riego de
México. Lo ideal en el riego por gravedad a nivel parcelario
es que todas las plantas reciban la misma cantidad de agua,
lo cual equivale a una aplicacién uniforme de la lamina de
riego en toda la longitud del surco (Christiansen, 1942). Se
realizaron evaluaciones de eficiencia de aplicacion y distribu-
cién mediante aforo de sifones y mediciones de la humedad
del suelo, se utilizd una pala (Azteca), sifones de hule de 1/2
pulgada de ancho y hules negros como compuertas. Se ob-
tuvieron datos del gasto de agua (L) y produccion en (kg); se
establecieron mediciones cada 5 m, analizando 3 muestras
de cada punto (0, 5, 10, 15, 20, 25, y 30 m) en cada tratamien-
to; todas las muestras fueron tomadas en forma aleatoria de
la parte central, a partir de 2 m de la orilla del predio. Para me-
dir estas variables se utilizaron cintas (marca Briyte), balanza
granataria (Marca Hanna), rodillos para desgranar mazorca,
recipientes de plastico para recoleccién de grano y bolsas
transparentes para recoleccién de mazorca. Para el control
de gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) se aplico Sevin
G a los 30 dias de crecimiento con equipo de aspersion.
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Analisis estadisticos (ANOVA)

En la produccion final de maiz se analizé en forma
individual aplicando un ANOVA 'y la prueba de medias Tukey.
Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa
R-Project 2.14.2 (Core Team, 2018).

Condiciones climatolégicas

El promedio de las condiciones climatolégicas tales
como evapotranspiracion humedad relativa (55 %), evapora-
cién (6 mm) y temperaturas minimas (16 °C) y maximas (41 °C)
se tomaron desde la central de informacidn de la Asociacion
de Agricultores Rio Poniente (AARP). Los principales factores
climéaticos que influyen en el crecimiento del maiz son la tem-
peratura y lluvia, las cuales durante la temporada de cultivo
estuvieron dentro del rango requerido para su crecimiento
y desarrollo, en el caso de la temperatura, el umbral minimo
requerido para el crecimiento del maiz es 10 °C Djaman et al.
(2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

El aporte de materia orgdnicay la rotacion de cultivos,
aumenta la produccién de maiz, ya que puede mejorar las ca-
racteristicas quimicas y fisicas del suelo, aumenta la fertilidad
y puede aumentar la retencién de humedad (Sun, 2018), del
cual las plantas que se desarrollan en suelos ricos de materia
organica, mantienen un equilibrio en su estructura fisiolégi-
ca provocando una resistencia a plagas y enfermedades.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo con diferentes dosis de
aditivo organico en Guasave, Sinaloa, México.

Table 1. Physical and chemical characteristics of the soil with different
doses of organic additive in Guasave, Sinaloa, Mexico.

Caracteristicas Quimicas Simbolo T T2 T3

Nitrégeno (ppm) N-NO3 25 25 24

Fosforo (Olsen (mg/kg) P 11.6 11.6 11.6
Potasio (Cmol/kg) K 2.97 2.98 2.98
Magnesio (Cmol/kg) Mg 9.2 9.18 9.2

Cobre (Cmol/Kg) Cu 0.4 0.5 04
Calcio (Cmol/Kg) Ca 19.3 19.3 19.3
Sodio (Cmol/Kg) Na 0.7 0.7 0.7

Cond. eléctrica (mmhos/cm) CE 1.07 1.08 1.08
Hierro (Cmol/Kg) Fe 0.5 0.5 0.5

Caracteristicas Fisicas

Materia orgénica (%) MO 1.1 1.22 13

Textura T F-A F-A F-A
Potencial de hidrégeno pH 7.8 7.6 7.8

Densidad aparente (g-cm-3) [N 1.57 1.11 1.02
Densidad real (g-cm-3) P, 2.63 2.61 2.65
Porosidad total (cm) Y 0.4 0.58 0.61
Infiltracién acumulada (cm) F 6 12 15

Testigo (T1), Tratamiento 2 (T2), Tratamiento 3 (T3) y F-A = Franco Arcilloso
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En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas quimicas
y fisicas, relacionadas con el suelo franco arcillosos donde los
macro y micronutrientes son muy similares en T2 y T3, con
respecto al testigo T1, pero en las propiedades fisicas como
la porosidad total (W), densidad aparente (pb), densidad real
(pa), materia orgéanica (MO) y su infiltracion acumulada (F), si
existen diferencias significativas, es por ello el mejoramiento
de suelos. El incremento en retenciéon de humedad en los
suelos tiene efectos benéficos para las plantas, ya que redu-
ce el estrés hidrico durante el crecimiento (Su et al., 2007).
Ademds de aumentar la retencién de humedad, la aplicacion
de aditivos organicos mejord otras propiedades fisicas del
suelo; la materia orgdnica se incrementé y la densidad apa-
rente disminuyd, lo que explica el aumento en la porosidad
y en la infiltracion acumulada. Segun Chun et al, (2017), la
aplicacién de materia organica en suelos con labranza con-
vencional incrementa la formacién de agregados, mejorando
la estructura del mismo. En las propiedades quimicas evalua-
das, no se observaron efectos en la disponibilidad de N, P, K,
Ca, Mg, Na, Fey Cu.

Tabla 2. Intervalos minimos y maximos, nimero riegos y caudal aplicado,
calculados en laboratorio para aplicacién en suelos con diferentes dosis de
aditivo organico.

Table 2. Minimum and maximum intervals, number of irrigations and ap-
plied flow, calculated in the laboratory for application in soils with different
doses of organic additive

Intervalos de riego (dias)

Tratamientos Minimo Maximo Numeroderiegos Caudal (L)
1 13 20 5 18,000
2 17 26 4 14,400
3 17 26 4 14,400

T-1= Suelos normal, T-2 = Suelo+250 kg de aditivo organico/ha, T-3=Suelo
+ 500 kg de aditivo organico/ha.

EnlaTabla 2 se aprecia que los dias minimos y maximos
de riego son mayores en los T2 y T3 con relacién al testigo T1,
esto indica que la humedad es mayor y ayudaria a los agricul-
tores a disminuir un riego menos en sus cultivos, al igual a los
modulos de riego su ahorro de liquido vital, los dias de riego
se ampliarian: testigo T1 (1, 55, 80, 110 y 130 dias), T2 (1, 60,
90y 120 dias), T3 (1, 65, 95 y 125 dias). Estos estudios indican
que es posible aplicar técnicas de retenciéon de humedad en
riego por gravedad para el suelo franco-arcilloso, que es pre-
dominante en la zona de Guasave, Sinaloa; es posible aplicar
aditivos organicos y reducir el proceso de percolacion y tener
una mayor retenciéon de humedad. Opatokun et al. (2017)
Menciona que cada agricultor recibe un volumen de agua
de acuerdo con el drea de propiedad, sin tener en cuenta el
tipo de cultivo y su requerimiento de agua, incluso si algunas
parcelas no se explotan de acuerdo a las fechas de siembra, el
tamano de las parcelas y la cantidad de nitrégeno utilizado,
sinimportar el tiempo de riego. Las fechas de siembra son de
suma importancia para fortalecer la produccion (Jiménez et
al., 2020).

Retenciéon de humedad

El riego es la Unica forma de reducir el estrés hidrico
de los cultivos y mantener las plantas con la humedad épti-
ma para su crecimiento (Ojeda-Bustamante et al., 2006). En
la figura 2, se aprecia la retenciéon de humedad, de acuerdo
a la grafica, es mayor la retencién en T2 y T3 con respecto
a testigo T1. De acuerdo a la cultura de los agricultores en
Sinaloa, algunos aplican cantidades demasiado altas y otros
demasiado bajas de agua en sus cultivos, lo que se debe a la
falta de informacion del riego por gravedad, en los centros
deinvestigacion en la zona de Guasave, Sinaloa (Garcia, 2007.
Existen muchos métodos para medir la humedad del suelo,
como el modelo de Richards y Kostiakov, pero son modelos
complicados y de alto costo de operacion (Prado et al., 2017).
En esta investigacion se aplicé el modelo de Green y Ampt
(1911), modelo fisico que, de acuerdo a parametros obteni-
dos en laboratorio, puede predecir la ldamina de riego (cm)
y obtener el gasto de agua y tiempo en que debe aplicarse
de forma precisa (Prado et al., 2017). La aplicacién de aditi-
vos organicos puede disminuir los tiempos de riego, ya que
mejoran la retencién del agua y algunas propiedades fisicas
del suelo, los polimeros stuper adsorbentes (SAP) han sido de-
sarrollados y utilizados como acondicionadores de humedad
del suelo, como agentes de inmersién de raices y semillas
o como materiales de recubrimiento en la agricultura y la
silvicultura; son materiales elaborados de biomasa seca, ricos
en polimeros naturales, elaborados por pirolisis, utilizados
para retener nutrientes y humedad en los predios agricolas
en China (Chen etal., 2017).

70

—®— Trammiento 1
60 A Qo Tratzmiento 2

g — w9 — Traamiento 3

50 4

40

Humedad volmetrica (cm Cm‘j)
8
1

] 2 4 6 8 0 12 14 16 18
Presion (atm)

Figura 2. Curvas de tension de humedad en suelo con diferente dosis de
aditivo orgénico en Guasave, Sinaloa, México. Testigo= Suelos normal, T-2
= Suelo+25g de aditivo orgéanico/kg de suelo, T-3=Suelo + 50g de aditivo
organico/kg de suelo.
Figure 2. Moisture tension curves in soil with different doses of organic
additive in Guasave, Sinaloa, Mexico. T-1 = normal soils, T-2 = Soil + 25g of
organic additive / kg of soil, T-3 = Soil + 50g of organic additive / kg of sail.

Produccién y gasto de agua

Se puede apreciar en la figura 3, que la produccion es
muy similar en los tres tratamientos, dando una produccion:
testigo T1= 17.9 t/ha”', T2= 17.5 t/ha' y T3= 18.1 ton/ha de
maiz, con un gasto de agua menor en los tratamientos T2 (4
riegos) y T3 (4 riegos) con respecto al testigo T1 (5 riegos),
con una duracién de 3 horas cada riego, con un gasto de
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agua (tabla 2) de 1200 I/h, dando como gasto de agua/kg de
maiz: T1= 18000 1/17900 kg de maiz, T2=14400 1/17500 kg de
maizy T3=144001/18100 kg, donde para producir un kilogra-
mo de maiz se requiere en T1=1.005 litros de agua, T2= .82
litros de agua y T3=.79 litros de agua, es por ello que la incor-
poraciéon de materiales organicos aumentan la retencién de
agua en los predios agricolas, el mejor tratamiento retenedor
de humedad y productor de maiz fue el T3, con respecto al
testigo T1. Es importante aumentar la eficiencia del uso del
agua (litros de agua por kilogramos de maiz producido), lo
que podria lograrse con la aplicacion de aditivos organicos,
por lo que es un reto para la investigacion, la produccién de
aditivos organicos elaborados con biomasa agricola proce-
sada por pirolisis (Opatokum, 2017). Se ha establecido que
el maiz es mas susceptible al estrés hidrico durante la etapa
reproductiva, ya que se ha demostrado su mayor impacto en
formacion y llenado de grano (Doorenbos y Kassam, 1979).
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Figura 3. Efectos en la produccion de grano en suelo franco arcilloso de
diferentes dosis de aditivo organico en Guasave, Sinaloa, México. Testigo 1
= Suelo normal, T-2 = Suelo + 25g aditivo organico/kg de suelo, T-3 = Suelo
+ 509 aditivo orgdnico/kg de suelo.

Figure 3. Effects on grain production in clay loam soil of different doses of
organic additive in Guasave, Sinaloa, Mexico.T-1 = Normal soil, T-2 = Soil +
25g organic additive / kg of soil, T-3 = Soil + 50g organic additive / kg of soil

T

ANOVA

Se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (a=0.05) entre los promedios de los tratamientos
en gasto de agua para producir un kilogramo de maiz, con
respecto al testigo y numéricamente T1=1.005 litros de agua
para producir 1 kg de maiz, T1=1.005 litros de agua para pro-
ducir 1 kg de maiz y T3=.80 litros de agua para producir 1 kg
de maiz el 40 % de ahorro de agua T1=T3, es numéricamente
mayor T3.

Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA) de la produccién de maiz entre trata-
mientos con diferente dosis de aditivo organico.

Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of the production of dry corn be-
tween treatments with different doses of organic additive.

Origen de las Sumade  Gradosde  Promedio de " Valor critico
o . F Probabilidad
variaciones cuadrados  libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 2.66 2 133 9.37 0.000978044 340
Dentro de los 141 2 0.14
grupos
Total 6.07 26
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En la produccién de maiz se observé un mejor rendi-
miento en los tratamientos T-2 y T-3 que en el tratamiento
T-1. No se observaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los tratamientos T-1 y T-2, pero entre T1 Y T3 si
existe diferencia significativa y numéricamente se observo
un mejor resultado en el tratamiento T-3.

CONCLUSIONES

La aplicacion de aditivos organicos aumenté efecto
en la retencion de humedad en el suelo y permitié ampliar
los dias de riego por gravedad hasta un 30%, en relacién a un
suelo sin aditivo orgénico. La aplicacién de aditivos organicos
aumento la produccion de maiz en T3 y aumento la eficiencia
de uso del agua en un 40 %. La humedad aprovechable (HA)
varié por la cantidad de aditivos orgénicos aplicado que
estuvo asociada a un incremento de la materia organica del
suelo. Ambas variables explicaron 30.8% la variacién de la
HA, donde este fendbmeno explica que con menos agua o
tiempo de riego se puede aumentar la producciéon de maiz
en un 5 %. Con base en los resultados obtenidos la aplicacion
de aditivos organicos, seria de gran utilidad en el ahorro de
aguay evitar la escasez del vital liquido en los mantos acuife-
ros, evitando sequias a largo plazo, ademas de reducir costos
en la produccién de maiz y otros cultivos.
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RESUMEN

La leche cruda de vaca se utiliza como materia prima
sin pasteurizar para elaborar productos artesanales; sin
embargo, es necesario analizar su calidad antes de la trans-
formacion al producto final. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la calidad de leche cruda utilizada para elaborar
productos artesanales respecto a los limites fisicoquimicos y
microbiolégicos establecidos en la normatividad mexicana.
Los factores de estudio fueron tipo de ordefo y tratamiento
post-ordefo que recibe la leche. El andlisis de la calidad de
las muestras recolectadas se efectu6 acorde a metodologias
oficiales. Respecto a la calidad microbioldgica, los resultados
demostraron que la mayoria de las muestras no cumplen con
los criterios establecidos para células somaticas (80 %), bac-
terias mesofilicas (90 %) y organismos coliformes totales (83
%). Contrariamente, los resultados del andlisis fisicoquimico
de la leche mostraron que el contenido de proteina, grasa,
lactosa y solidos no grasos cumplen con las especificaciones
que dicta la normatividad (91 %, 80 %, 96 % y 93 % de las
muestras respectivamente). Los resultados reflejaron la mala
calidad microbiolégica de la leche utilizada para la elabora-
cién de productos artesanales; siendo esto la consecuencia
de practicas higiénicas deficientes que repercuten en el
producto final.
Palabras clave: Leche cruda, productos artesanales, norma-
tividad, calidad microbioldgica y fisicoquimica.

ABSTRACT

Raw cow’s milk is widely used as an unpasteurized raw
material for artisanal products; however, it is necessary to
analyze its quality before obtaining the final product. Thus,
the objective of this study was to evaluate the quality of raw
milk used to produce artisanal products with regard to the
physicochemical and microbiological limits established in
Mexican regulations. The factors studied were the milking
method and post-milking treatment used to assure milk
quality. All analyses of the collected samples were carried
out according to the official methodologies. Regarding mi-
crobiological criteria, the results showed that the majority of
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the samples do not meet the established criteria for somatic
cells (80%), mesophilic bacteria (90%), and total coliform
organisms (83%). Conversely, the physicochemical analysis
of milk samples showed that the content of protein, fat, lac-
tose, and non-fatty solids met the specifications stipulated
by national regulations (91%, 80%, 96%, and 93%, respecti-
vely). In general, results reflected the poor microbiological
quality of the milk used for artisanal products; this being the
consequence of poor hygienic practices, impacting the final
product quality.

Keywords: Raw milk, artisanal products, regulation, micro-
biological and physicochemical quality

INTRODUCCION

La leche cruda de vaca y sus derivados son considera-
dos productos de necesidad basica en la alimentacién huma-
na (FAO, 2011; Martinez-Vasallo et al., 2017 ). Al ser utilizada
como materia prima para la elaboracién de productos artesa-
nales como yogur, queso, crema, helado, mantequillay dulces
(Alvarez-Fuentes et al., 2012), la leche debe de cumplir con
las disposiciones y especificaciones sanitarias que establece
la normatividad mexicana vigente (NOM-092-SSA1-1994,
NOM-243-SSA1-2010, NMX-F-700-COFOCALEC-2012).

Fuentes-Coto et al. (2013) y Rios-Mufiz et al. (2019)
afirman que la leche cruda de vaca y sus derivados, pro-
porcionan una fuente de crecimiento de microorganismos
asociados a diversos factores; los cuales dependen de las
caracteristicas fisicoquimicas, los estandares higiénicos y
aspectos nutricionales. En el mismo sentido, Villoch (2010) lo
atribuye a la practica de cria de animales, la recoleccion y el
procesamiento antihigiénico. La pasteurizacion es un proceso
térmico y convencional que busca conservar las propiedades
fisicoquimicas de la leche y evitar el crecimiento de micro-
organismos patégenos o deterioradores (Chombo-Morales 'y
Ramirez-Cerda, 2017). Por lo que, el no pasteurizar la leche
puede ocasionar daios a la salud del consumidor (Lan et al.,
2017). En este orden de ideas, la Procuraduria Federal del
Consumidor (PROFECO, 2018) reafirma que con la finalidad
de prolongar la vida util de la leche es necesario que se pas-
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teurice, antes de llegar a la mesa del consumidor. El aspecto
negativo que se les atribuye a los productos lacteos artesana-
les es que no son garantes de inocuidad, ya que una buena
parte de ellos se elaboran con leche cruda sin pasteurizar;
lo anterior, con el propésito de mantener las caracteristicas
organolépticas que los hacen muy preciados en cada regién
(Villegas de Gante et al., 2016). De acuerdo a Monroy (2018)
en México alrededor del 40 % de la leche que se consume,
asi como sus derivados, no se pasteurizan; por lo tanto, son
causantes de Enfermedades de Transmision de Alimentos
[ETA] como brucelosis o tuberculosis. La contaminacién con
patdgenos bacterianos en alimentos lacteos puede presen-
tar un riesgo para la salud publica, lo que genera eventuales
brotes de enfermedades (Fox et al., 2019). A pesar de ello, ex-
isten consumidores que prefieren productos artesanales con
leche no pasteurizada, sin considerar el control de calidad de
la materia prima, procesos y productos obtenidos a partir de
ella (Villegas de Gante et al., 2016; Licitra et al., 2019).

La calidad fisicoquimica y microbioldgica de la leche
se ha estudiado por diversos investigadores, entre ellos
Gwandu et al. (2018) y Rios-Mufiiz et al. (2019) quienes anal-
izaron las caracteristicas bacterioldgicas y fisicoquimicas
de la leche cruda de vaca y exhibieron microorganismos
indicadores de mala higiene con potencial patégeno como
Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA), coliformes totales y fe-
cales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y micobacterias;
por tanto, su consumo podria ser perjudicial para la salud.
En otra investigacion realizada en Venezuela, se analizé la
calidad higiénico-sanitaria de leche cruda y pasteurizada;
en leche cruda, 72.5 % de las muestras se encontraron por
encima de los limites para bacterias aerobias mesofilas (2
x 10* UFC/mL), indicando condiciones higiénico-sanitarias
deficientes (Luigi et al., 2013).

En México se evalué la calidad microbioldgica de la
leche cruda de vaca y el efecto del tiempo de residencia de
la leche durante la ordefa (aproximadamente dos horas); se
tomaron muestras al inicio y al final de la ordena y se encon-
tré que en el 80 % de estas hubo un aumento significativo
de microorganismos. El promedio de aumento de mohos y
levaduras fue de 300 %, mientras que Salmonella y Shigella
fueron el conteo que individualmente alcanzé mayor au-
mento (1000 %) (Rojas-Ronquillo et al., 2014). En el estado
de Hidalgo se comparé la calidad sanitaria y fisicoquimica
en 1416 muestras de la leche producida en tres cuencas;
los resultados sobre el Conteo de Células Somaticas (CCS)
demostré que la leche fue de mala calidad, tanto en México
como en el ambito internacional; contrariamente, el valor
de sélidos no grasos indicé que la leche es de buena calidad
desde el punto de vista fisicoquimico (Cervantes et al., 2013).
Por otro lado, Fuentes-Coto et al. (2013) evalud la calidad e
inocuidad de la leche cruda, el conteo de BMA alcanzé 135 x
10° UFC/mL y de coliformes 150 x 10° NMP/mL en el tanque
de almacenamiento, valores por encima del limite permiti-
do por la NOM-243-SSA1-210 para leche (100 UFC/g de no
patoégenos); adicionalmente, se identificd E. coli y S. aureus
en leche bronca que no deben estar presentes de acuerdo a

la norma. En el mismo trabajo se evalué la temperatura, pH,
densidad y alcohol; cuyos valores se encontraron el intervalo
normal de la prueba.

En cuanto a la calidad fisicoquimica, los productores
lacteos buscan leche con altos contenidos de sélidos totales,
en donde destaque el porcentaje de proteina total (dentro
de ella la caseina) y la grasa butirica, ya que son indicadores
que infieren alto valor industrial (Villegas de Gante et al.,
2016); existe una correlaciéon positiva entre los porcentajes
de grasay proteina de la leche con el rendimiento de queso y
otros productos lacteos (Mejia-Lépez et al., 2017).

De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroali-
mentaria y Pesquera (SIAP, 2021), la produccién nacional de
leche de bovino fue de 12 mil 554 millones de litros en el
ano 2020. Jalisco es el principal productor con dos mil 626
millones de litros, lo que representa el 21 % del total nacion-
al; mientras que el municipio de Tepatitlan de Morelos es el
mayor productor estatal del lacteo desde 2018 con un aporte
de 370 mil litros, lo que equivale al 14 %. Tomando en cuenta
lo anterior, se planted el objetivo de determinar la calidad
de la leche cruda de este municipio, la cual es utilizada para
la elaboracién de productos artesanales con respecto a los
limites fisicoquimicos y microbioldgicos establecidos en la
normatividad mexicana.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

Se realizd un muestreo no probabilistico aleatorio,
seleccionando 100 productores de leche cruda de vaca, de
localidades del municipio de Tepatitlan de Morelos, Jalisco.
Fueron recolectadas en la recepcion de una cooperativa
de productos lacteos artesanales (200 mL en frasco estéril)
siguiendo las recomendaciones de la NOM-109-SSA1-1994.
Las muestras se trasladaron conservando la cadena de frio
(4°C) al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Departamento de Ciencias Pecuarias y Agricolas del Centro
Universitario de los Altos (CUAIltos) de la Universidad de
Guadalajara.

Analisis microbiolégico

El CCS se realizé con el equipo NucleoCounter SCC-
100 (Astori Técnica®, Italia), siguiendo las instrucciones del
fabricante, cuyo intervalo de mediciones es de 10 000 a 2
000 000 CCS/mL. La preparacion y dilucion de las muestras
para conteos microbiolégicos se realizd segun indicaciones
de la NOM-110-SSA1-1994. Las metodologias aplicadas para
la determinacién de BMA, mohos y levaduras se llevaron a
cabo de acuerdo con la NOM-243-SSA1-2010; por su parte,
los organismos coliformes totales (OCT), Staphylococcus
aureus 'y Salmonella spp. fueron identificados mediante los
apéndices H, B y A respectivamente, como lo establece la
NOM- 210-SSA1-2014.

Analisis fisicoquimicos
El contenido de grasa, proteina, caseina, lactosa, so-
lidos totales, sélidos no grasos y punto crioscépico se cuan-
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tificd por duplicado en todas las muestras con un equipo
MilkoScanTM (Foss, FT 120, tipo 71200, Hillerod, Dinamarca).
Previé al andlisis de la muestra el equipo se acondicioné
siguiendo las instrucciones del fabricante. La preparaciéon de
la muestra (50 mL) consistio en calentar la leche a 40 °C en un
bafo de agua, seguido de un enfriamiento a 20 °C.

Analisis estadisticos

Los factores de estudio fueron el ordenio, el cual podia
ser manual o mecanico y el tratamiento, considerando si la
leche es transportada y entregada fria (4 °C) o caliente (tem-
peratura ambiente) a la empresa. Las variables microbiolégi-
cas fueron transformadas a Log10 para su andlisis estadistico.
Se comprob6 normalidad y homogeneidad de varianza en
todas las variables, las cuales mostraron distribucion normal
con un valor P> 0.01 utilizando la prueba de Anderson-
Darling. Fue requerida la transformacién Johnson para tratar
los datos de las variables grasa, proteina, lactosa, punto
crioscdpico, acidos grasos libres y levaduras. Posteriormente
se realizd un ANOVA simple sobre las variables fisicoquimicas
y microbioldgicas con los factores estudiados (ordefio y tra-
tamiento) comparadas con un valor P< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis microbioldégico

Las caracteristicas nutricionales de la leche, el conte-
nido de agua y pH cercano a la neutralidad, hacen de este
alimento un sustrato ideal para el desarrollo de microorga-
nismos (Gémez y Mejia, 2005; Quigley et al., 2011). En este
contexto, el Consejo para el Fomento de la Calidad de la
Leche y sus derivados (COFOCALEC) propuso una clasifi-
cacion aplicable para determinar el grado de cumplimiento
de calidad en leche cruda de vaca destinada a la fabricaciéon
e industrializacion de productos para consumo humano
(NMX-F-700-COFOCALEC-2012). En la Tabla 1 se muestran
los resultados de CCS y BMA comparando contra los criterios
que establece COFOCALEC; en lo referente al CCS, la mayoria
de las muestras se clasificaron como clase 4 y superior (>7.5
%X 10° CCS/mL); lo cual representa el 37.9 % de las muestras de
leche fria y el 59.1 % de leche caliente. Por otra parte, solo el
20.69 % de leche fria y el 19.72 % de caliente se clasificaron
como clase uno (<4 x 10° CCS/mL). A pesar de las diferencias
matemadticas, no se encontraron diferencias significativas de
esta variable respecto a los factores ordefio y tratamiento
(ver Tabla 2). De acuerdo con la norma NMX-F-700-COFO-
CALEC-2012 solo la leche clasificada como clase 1 se deberia
de utilizar en la produccion de alimentos para consumo
humano, ya que conteos elevados de CS afectan negativa-
mente a la produccion y composicién de la leche (Citalan et
al.,, 2016). Resultados similares fueron observados en siete
regiones representativas de Puno, Peru (Brousett-Minaya et
al., 2015), en dicho trabajo se concluyé que las inadecuadas
practicas de ordefo provocan problemas de mastitis en el
ganado, lo que influye en la calidad e inocuidad de la leche.

En lo concerniente a las BMA, la mayoria de las mues-
tras se clasifican dentro de la clase cuatro o superior (>6 x 10°
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Tabla 1. Cumplimiento de especificaciones sanitarias para leche cruda de
vaca de células somaticas y bacterias mesofilas, respecto al factor trata-
miento.

Table 1. Raw cow’s milk compliance with regulatory specifications for
somatic cells and mesophilic bacteria, regarding the treatment factor.

Resultados
Parametro/ CCS (células/mL) Células somaticas (%)
Cumplimiento Limite* . X
Fria Caliente

Clase 1 <400, 000 6*** (20.69) 14 (19.72)
Clase 2 401, 000-500, 000 2 (6.90) 2(2.82)
Clase 3 501, 000-749, 000 10 (34.48) 13(18.31)
Clase 4 750, 000- 1, 000, 000 5(17.24) 15(21.13)
>Clase 4 >1,000, 000 6 (20.69) 27 (38.03)

2 Bacterias mesdfilas (%)
Parametro/ BMA (UFC/mL)** :
Cumplimiento Fria Caliente
Clase 1 <100, 000 8(27.59) 2(2.82)
Clase 2 101, 000-300, 000 8(27.59) 6 (8.45)
Clase 3 301, 000-599, 000 0(0) 2(2.82)
Clase 4 600, 000-1, 200, 000 3(10.34) 3(4.23)
>Clase 4 >1,2000, 000 10 (34.48) 58 (81.69)

Fuente: *NOM-092-SSA1-1994 y **NMX-F-700-COFOCALEC-2012. *** Nu-
mero de productores se muestra fuera del paréntesis. Abreviaciones; CCS:
Conteo de células somaticas y BMA: Bacterias mesofilas aerobias.

Tabla 2. Andlisis de varianza para las variables fisicoquimicas y microbiol6-
gicas comparadas con un valor P < 0.05.

Table 2. Analysis of variance for physicochemical and microbiological
variables compared at a P-value < 0.05.

Variable : Variable
A s Variable N n
Factor FisQuim. ValorP FisQuim. ValorP Microbiol. ValorP
Ordeno 0.0327* Ac. grasos 0.416" 0.896"
. Grasa . Levaduras
Tratamiento 0.002* libres 0503 0.922"
Ordefo . 0.244™  S@lidos  0.359™ Células 0.303™
Proteina | s
Tratamiento 0.041*  totales  gggp+ somaticas 59
Ordefo 0.726™ S@lidosno 0.031* Bacterias 0.0987"
Lactosa 56l
Tratamiento 0435m  91as0S - ggggns  MeSONIas g g
Ordefio Punto  0.599™ ’ 0.600™ 0.064"
L Caseina Mohos
Tratamiento Cr0OScopico 269 0.037* 0.479

Ordefio: manual/mecénico. Tratamiento: leche fria/caliente. Simbologia:

ns “no significativo’, * “significativo” con 0=0.05. FisQuim.= Fisicoquimica,

Microbiol.= Microbioldgica

UFC/mL); lo cual representa el 44.82 % de leche fria y el 85.92
% de leche caliente. Por otro lado, solo el 27.59 % de leche fria
y el 2.82 % de leche caliente correspondieron a la clase uno
(<1 x 10° UFC/mL). El analisis estadistico mostré que existen
diferencias significativas (P<0.05) en el factor tratamiento
(leche fria/caliente) (Tabla 2).

Rios-Muniz et al. (2019) y Hajmohammadi et al.
(2021) reportaron que el CCS y BMA en leche cruda de vaca
obtenida de la provincia de Irdan y de granjas familiares de
México, respectivamente; superaron los limites maximos
permitidos para ingresar a un proceso de pasteurizacién
o transformacion. Por otro lado, la capacitacién de los pro-
ductores tiene impacto positivo en la mejora de la calidad
microbioldgica de la leche, tal como lo reportaron Silva-Paz
(2020), quienes informaron que el 64 % de las unidades de
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Tabla 3. Agrupamiento de pardametros fisicoquimicos para leche cruda de
vaca en cantidad de productores.

Table 3. Grouping of physicochemical parameters for raw cow’s milk by
number of producers.

Resultados

Parametro Especificacion* No. de productores (%)

Fria Caliente
Proteina (g/L)
Clase A =231 27 (93.1) 64 (90.14)
Clase B 30a30.9 0(0) 6 (8.45)
Clase C 28a29.9 2(6.9) 1(1.41)
Grasa (g/L)
Clase A =32 23(79.32) 57 (80.28)
Clase B 31-31.9 3(10.34) 9(12.68)
Clase C 30-30.9. 3(10.34) 5(7.04)
Lactosa (g/L)
Deseable 43a50 28 (96.55) 68 (95.77)
No deseable <43 1(3.45) 3(4.23)
Sélidos no grasos (g/L)
Deseable =83 25(86.21) 68 (88.73)
No deseable <83 4(13.79) 8(11.27)

Fuente: *NMX-F-700-COFOCALEC-2012. Clase A es deseable, Clase By C son
considerados valores minimos.

producciéon de leche para la elaboraciéon de queso artesanal
obtuvieron promedios deseables (50 %) y aceptables (14 %)
con respecto a la NMX-F-700-COFOCALEC para meséfilos
aerobios.

También en la presente investigacion se evalué el
grado de cumplimiento de leche cruda sobre la presencia
de OCT. Para este grupo bacteriano, la NOM-243-SSA1-2010
establece un maximo de 20 UFC/mL en leche pasteurizada,
usandose como referencia muy estricta si se considera que
la leche analizada aqui no ha recibido ningun tratamiento
térmico. Se encontré que el 86 % de muestras de leche fria
y el 80 % para leche caliente incumplen con lo estipulado en
la normatividad (Figura 1). Tassew y Seifu (2011) reportaron
la presencia de OCT en la etapa de produccién de leche,
posiblemente influenciada por la falta de higiene en los con-
tenedores de almacenamiento y la salud de los animales en
cooperativas lecheras.

Adicionalmente, la presencia de microorganismos
patdgenos representa un riesgo a la salud del consumidor,
por lo que la normatividad mexicana a través de la NOM-243-
SSA1-2010 ha establecido un limite maximo para S. aureus
(<10 UFC/ mL) y establece que Salmonella spp. esté ausente
en 25 g de muestra. De nuevo es importante aclarar que son
criterios para leche pasteurizada y se utilizan como referen-
cia.

Con respecto a los recuentos de S. aureus en este estu-
dio, se observaron incumplimientos en el 31 % de muestras
para leche fria y 35 % para leche caliente; en lo que respecta
a Salmonella spp. no se detectd su presencia (Figura 1).
Rios-Muhiz et al. (2019) analizaron un total de 96 muestras
de leche cruda de tres granjas lecheras familiares de México
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Figura 1. Cumplimiento de OCT, Salmonella spp.y S. aureus de acuerdo
con los limites establecidos por la NOM-243-SSA1-2010, respecto al factor
tratamiento.
Figure 1. Compliance of OCT, Salmonella spp. and S. aureus according to
the NOM-243-SSA1-2010 limits, regarding the treatment factor.

durante dos aflos consecutivos, reportando que 83 % de las
muestras fueron positivas para OCT, 54 % para OCF y 46 %
para E. coli, no obstante; ninguna de las muestras evaluadas
fue positiva para Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
o enterotoxina estafilocécica. Sin embargo, los autores aislar-
on e identificaron S. aureus en nueve muestras. Aunado a lo
anterior, Lan et al. (2017) evaluaron 160 muestras de leche
cruda, de las cuales el 52.5 % resultaron positivas para S.
aureus, 45% a E. coliy 1.25 % a Salmonella spp. Concluyeron
que la frecuencia de ordefio (2 o 3 veces al dia) y la frecuen-
cia de desinfeccion de la ordefnadora (1, 2 o 3 veces al dia),
son factores que influyen en el recuento total bacteriano y
representan fuentes potenciales para la contaminacién de la
leche.

Esimportante mencionar que no siempre se encuentra
presencia de Salmonella spp.y L. monocytogenes en muestras
de leche no pasteurizada, en este sentido se salvaguarda a
los consumidores de enfermedades causadas por estos
patégenos y se demuestra que la leche se encuentra libre de
patdégenos desde el punto de vista sanitario (Agarwal et al.,
2012; Vazquez-Ojeda et al., 2014).

En lo que respecta a la determinacién de mohos y
levaduras, en la normatividad mexicana no se establecen los
limites permisibles para estos microorganismos en leche. Por
lo anterior, se decidié tomar como referencia los criterios de
la norma NOM-243-SSA1-2010 para quesos frescos, madura-
dos y quesos de suero (500 UFC/g); asumiendo que, si la ma-
teria prima utilizada no cumple con los limites establecidos,
el producto final elaborado a partir de ella tampoco lo hara.
Lo anterior repercutird directamente en la vida de anaquel,
ya que el deterioro por hongos se encuentra entre uno de los
principales desafios para la industria lactea (Awasti y Anand,
2020).

En relacion con el recuento de levaduras, se obtu-
vieron incumplimientos de 65.52 % en leche fria y 63.38 %
en leche caliente, mientras que en mohos se observaron
incumplimientos del 41.38 %y 36.62 % en el mismo orden. El
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deterioro por mohos en los productos lacteos es mas promi-
nente que el causado por levaduras, se han identificado 100
especies de mohos y 60 especies de levaduras que provocan
deterioro en los productos lacteos, de la cuales destacan los
mohos Moniliella suaveolens, Cladosporium herbarum, Penici-
llium glabrum, Penicillium expansum, Penicillium chrysogenum
y Cladosporium cladosporioides; en cuanto a las levaduras
sobresalen Galactomyces geotrichum, Yarrowia lipolytica y
Candida spp (Garnier et al., 2017). Respecto al analisis esta-
distico, no se observaron diferencias significativas entre las
variables levaduras y mohos respecto a los factores ordefio
(manual/mecénico) y tratamiento (leche fria/caliente) como
se puede observar en la Tabla 2.

De manera general, los resultados microbiolégicos
muestran un mayor porcentaje de incumplimiento en leche
caliente; esto se debe a que la temperatura de conservacion
es un factor importante para acelerar o controlar la repro-
duccién microbiana, segun sea el caso. El incremento de
microorganismos alterantes y patdgenos tiene un efecto
directo sobre la calidad y la vida atil del queso o derivados
lacteos (Montes de Oca-Flores et al., 2019), por lo que es
importante cuidar que los conteos no sobrepasen los
limites establecidos para cada grupo en la materia prima.
Sin embargo, es importante recalcar que la normatividad
mexicana no cuenta con limites maximos permisibles para
los microorganismos mohos, levaduras y mesofilicos aero-
bios para leche utilizada como materia prima y en el resto
de los microorganismos indicadores y patégenos se asume
que la leche es pasteurizada; por ende, al no establecer estos
rangos repercute en la vida util y de anaquel de los productos
lacteos elaborados con leche cruda.

Analisis fisicoquimico

En cuanto al contenido bromatolégico de la leche
analizada (Tabla 3); en el caso de proteina, existe incidencia
en la clase A, tanto para leche fria (93.1 %) como en caliente
(90.1 %) observandose diferencias estadisticamente signifi-
cativas en el factor tratamiento. Lo anterior concuerda con
lo argumentado por Ajmal et al. (2018), en donde sehala
que el contenido de proteina de la leche cruda disminuye
de manera significativa entre la leche que es refrigerada in-
mediatamente a 4 °C con respecto a la que se deja reposar a
temperatura ambiente y que después de dos horas se enfria.
De igual manera, en grasa la mayor ocurrencia se agrupé en
la clase A, con el 79.3 % y 80.3 % para leche fria y caliente
correspondientemente; por su parte el andlisis estadistico
mostré diferencias significativas respecto al factor tratamien-
to (leche fria/caliente) y el factor ordefio (manual/mecanico).
Paralelamente, Guevara-Freire et al. (2019) menciona que
las diferencias en la calidad composicional de grasa de la
materia prima, pueden ser causadas principalmente por la
alimentacion y el hato ganadero.

Por otra parte, la mayoria de los productores cum-
plieron con los limites establecidos en la normatividad para
lactosa (43 a 50 g/L); ademas, no se observaron diferencias
significativas respecto a ningun factor estudiado. Contra-
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riamente, si se observaron diferencias en la variable sélidos
totales respecto al factor tratamiento (leche fria/caliente),
en los sélidos no grasos respecto al factor ordefio (manual/
mecanico) y la caseina respecto al factor tratamiento como
se observa en la Tabla 2. Los resultados de la presente in-
vestigacién coinciden con otros trabajos, como el realizado
en tres subregiones de Colombia donde analizaron 150
muestras de leche cruda; los parametros fisicoquimicos se
encontraron con valores aceptables lo que indica excelente
calidad (Romero et al., 2018). En otra publicacién se encontré
que el contenido de grasa (33.11 g/L), lactosa (deseable) y
proteina (39.89 g/L) permanecié dentro de los parametros de
la normatividad en 21 muestras de leche y queso (Montes de
Oca-Floresetal., 2019).

Contrariamente, autores como Gwandu et al. (2018),
reportaron valores por debajo de lo establecido en grasa
y de sélidos totales de 98 muestras de leche cruda, en la
isla de Pemba, Zanzibar, Tanzania. Los solidos totales en la
leche cruda de vaca son un indicador importante del valor
nutricional, ya que determina los niveles de carbohidratos,
grasas, proteinas, vitaminas y minerales. El cumplimiento de
los parametros fisicoquimicos es de gran importancia en la
transformacion de la materia prima; por ejemplo, el rendi-
miento del queso esta directamente relacionado con el nivel
de grasa y caseina; y se ha demostrado que la proteina es la
que influye directamente en el rendimiento (Montes de Oca-
Flores et al., 2019).

CONCLUSIONES

En el conocimiento de este estudio se integra la de-
terminacién de la calidad de leche cruda para la elaboracién
de productos lacteos artesanales en Jalisco y en especifico
para la region altefa de Tepatitlan de Morelos. En general y
de acuerdo con los limites establecidos en la normatividad
mexicana, la calidad microbioldgica de la leche cruda para
la elaboracion de productos artesanales fue deficiente;
mientras que, la calidad fisicoquimica fue buena. A pesar de
que Salmonella spp. se mantuvo ausente en todas las mues-
tras analizadas, el conteo de células somaticas, bacterias
mesofilas aerobias, organismos coliformes totales, S. aureus,
mohos y levaduras; reflejan mala calidad microbiolégica de
la leche que se entrega a la fabrica transformadora; siendo
esto posiblemente la consecuencia de malas practicas de
higiene durante el ordeiio, almacenamiento y transporte de
la materia prima. Por otro lado, la calidad fisicoquimica de la
leche analizada fue buena y cumple con las especificaciones
establecidas en la normativa mexicana. Es imperativo que
los productores de leche de donde provienen las muestras
en estudio, implementen mejoras en las practicas de or-
defo adecuadas que garanticen la calidad sanitaria de la
leche con la finalidad de obtener productos transformados
artesanales de calidad aceptable para su comercializacion.
Finalmente, es imperativo sefalar que, aunque los resultados
fisicoquimicos son buenos, la mala calidad microbioldgica
afecta gravemente la vida de anaquel de la materia prima 'y
los productos lacteos elaborados con esta leche; ademas, se
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quality in smallholder dairy farms in Pemba Island Zanzibar,
Tanzania. Veterinary Medicine International. 2018: 1-9.

pueden afectar ciertos parametros fisicoquimicos especificos
como pH, acidez, protedlisis, entre otros.
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RESUMEN

Las necesidades de agua en cultivos satisfacen en for-
ma natural por lluvias, cuando es insuficiente, se aplica riego
por gravedad, lo anterior requiere conocer comportamiento
de humedad un suelo. Existen métodos para medir y estimar
la humedad: el método TDR-300 calcula humedad tiempo
real y el modelo de Green y Ampt que estima la ldmina de
riego (cm) en laboratorio. El objetivo de la investigacion
fue calcular y evaluar numéricamente parametros hidrodi-
ndmicos, mesclando suelo con aditivo orgénico, utilizando
equipo TDR-300, obteniendo mediciones en tiempo real, en
un disefo experimental de 3 x 3, en 3 surcos de 30 m, con 6
mediciones cada 5 m, a profundidad de 30 cm a los 3 trata-
mientos: testigo T1 (suelo normal), T2 (Suelo + aditivo 25 g)
y T3 (suelo + aditivo 50 g) aplicando riego por gravedad, y se
compararon con las estimaciones obtenidas del modelo de
Greeny Ampt en laboratorio. Se calcularon tiempo de avance
del agua, tiempo de recesion y oportunidad. A mayor conte-
nido de aditivo orgénico, menor avance y mayor retencién
de agua, las estimaciones realizadas por método de Greeny
Ampt en laboratorio, fueron similares a los datos recolecta-
dos en campo con TDR-300.
Palabras clave: Aditivos orgdnicos; infiltracion; lamina de
riego.

ABSTRACT

The water needs in crops are naturally satisfied by
rains, when it is insufficient, gravity irrigation is applied,
which requires knowing the soil’s moisture behavior. There
are methods to measure and estimate humidity: the TDR-
300 method calculates humidity in real time and the Green
and Ampt model that estimates the irrigation sheet (cm)
in the laboratory. The Green and Ampt method knows the
physical parameters of the 12 textural classes of soils, but
does not know physical parameters by mixing soil with
organic additives. In this investigation, numerical values of
hydrodynamic parameters were calculated in soil mixed with
organic additive, using TDR-300 equipment in three 30-m
rows, with measurements every 5 m, an experimental design
of 3 x 3, with T1-control treatments (soil normal), T2 (Soil +
25% additive) and T3 (soil + 50% additive), applying gravity
irrigation, and compare estimates with the Green and Ampt
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model. Using Green and Ampt methodology, initial and final
gravimetric humidity, water advance time, recession time
and opportunity were calculated. The higher the additive
content, the retention increased. The estimates made by the
Green and Ampt method were similar with the TDR method.
Keywords: organic additives; infiltration; irrigation sheet.

INTRODUCCION

La ldmina de agua requerida por los cultivos es apor-
tada en forma natural por la lluvia, cuando esta escasea o su
distribucion temporal no coincide con el periodo de maxima
demanda por las plantas, es necesario aportarla a través del
riego (Yin y Patel, 2018). Guasave, Sinaloa, México es una re-
gion agricola de importancia nacional, los suelos de la regidn
son planos en su mayoria con una textura predominante-
mente franco arcillosa (Conagua, 2020). Como consecuencia
de la extraccion de agua para riego agricola, los niveles de las
aguas subterraneas han disminuido, la eficiencia del uso del
agua (Habili y Heidarpour, 2015). La gestién de los recursos
hidricos es un tema importante en el campo del desarrollo
sostenible, especialmente en el sector agricola (Belagziz et
al., 2013). México ocupa el sexto lugar a nivel mundial en
términos de superficie con infraestructura de riego; en el
Estado de Sinaloa, el distrito de riego 063 del Burrién Sinaloa
(Conagua, 2020), es el principal consumidor de agua en riego
por gravedad con un 90%, para siembras de maiz, frijol, sor-
go, tomate, papa, chile, trigo, garbanzo y citricos, entre otros
cultivos, de alta demanda de agua (Garcia, 2007). Existen
diversos modelos para predecir la tasa de infiltracion, estos
se clasifican en empiricos como el propuesto por Kostiakov
(1932), semi-empiricos y fisicos (Muiioz-Carpena y Gowdish,
2005). El primero no es capaz de describir a detalle el pro-
ceso de infiltracion, en cambio los modelos semiempiricos
y fisicos basados en principios fisicos describen con mayor
detalle dicho proceso, entre estos se encuentra el modelo de
Richard y el modelo de Green y Ampt (Ali et al., 2016; Deng y
Zhu, 2016). En México estos modelos no se han aplicado en
suelos con altos contenidos de materia organica y aditivos
organicos retenedores de humedad, no se conocen los va-
lores numéricos de esos pardmetros hidrodindmicos para el
modelo de Green y Ampt para la simulacién de la infiltracion
(Reatto et al., 2008; Ali et al., 2016) y la erosiéon (Mao et al.,
2016) bajo estas condiciones. El modelo de Green y Ampt
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se aplica en suelos uniformes, estratificados, condiciones de
precipitacién estable o inestables (Deng y Zhu, 2016) y para
condiciones homogéneas en contenido de humedad inicial
(Rao et al., 2009; Haibili y Heidarpour, 2015). Este modelo
asume conductividad hidrdulica y contenido de agua cons-
tante en las zonas de humedecimiento y una carga constante
negativa en el frente de mojado (Haibili y Heidarpour, 2015).
El objetivo de esta investigacion fue calcular y evaluar numé-
ricamente la efectividad de los parametros hidrodinamicos,
mesclando suelo con aditivo organico, utilizando equipo
TDR-300 en campo tiempo real y se compararon con las
estimaciones obtenidas del modelo de Green y Ampt en
laboratorio, también se midié el tiempo de avance, recesién
de aguay conocer el umbral de riego en un suelo agricola en
el Burrioncito, Guasave, Sinaloa, México. Asi como estudiar el
efecto que tienen la incorporacion de aditivo organico como
mejorador de las propiedades fisicas del suelo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el campo en un
terreno ubicado en el distrito de riego niumero 35 “el Burrion”
en Guasave, Sinaloa, México a 25° 58’ latitud norte, 108° 52’
longitud oeste, 220 msnm, en las instalaciones del Instituto
Tecnolégico Superior de Guasave, Sinaloa (ITSG). El terreno
cuenta con un sistema de riego por gravedad. Antes de esta-
blecer el experimento se realizaron actividades tales como:
laincorporacion de los aditivos se realizé de manera manual,
basandose en las curvas de retencidon de humedad (figura 2),
homogenizando con barbecho, rastreos, nivelacién, marca
de los surcos, fertilizadora y una canalera agricola. Para
evaluar dos modelos, es necesario que el disefo sea exitoso
y estable, depende de una serie de factores fisicos, como la
seleccién adecuada de los componentes de la misma vy el
método de procesamiento (Mendoza-Sanchez et al., 2021).
Se aplicaron los riegos, en tres surcos de cada tratamiento,
con sifones de aluminio de 2.54 cm de diametro, se instalaron
las compuertas en las regaderas con un mismo tamafo con
la finalidad de garantizar la misma carga y gastos (20 L-min™)
en los sifones. Se aforaron los sifones volumétricamente em-
pleando un recipiente de 30 L y un crondmetro. Se realizaron
mediciones de los tiempos de avance del riego y de recesion
a distancias de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 m de avance, se calculo
el tiempo de oportunidad en cada tratamiento que se define
como la diferencia entre el tiempo de recesion y el tiempo de
avance, este dato es util en la ecuacidn de Green y Ampt para
estimar la lamina infiltrada (cm).

Medicion de la lamina infiltrada

Se midieron las humedades a diferentes distancias
(5,10, 15, 20, 25 y 30 m) y para cada distancia se obtuvo el
promedio de las mediciones a las profundidades de 30 cm.
Se determinaron las ldminas de riego para cada tratamiento.
Se realizaron mediciones manuales de la humedad en el sue-
lo con un sensor TDR (Time Domain Reflectometry) modelo
TDR-300 (Spectrum Technologies Inc., Plainfield, IL). El disefio
experimental fue de 3 x 3 en surcos de 30 m, se utilizaron tres
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tratamientos: testigo (T1) = sin aditivo con 3 repeticiones,
tratamiento 2 (T2) = suelo + 25 g aditivo orgéanico por kg™ de
suelo con 3 repeticiones y el tratamiento 3 (T3) = suelo + 50
g aditivo organico por kg de suelo con 3 repeticiones, con
nueve surcos de 80 cm ancho x 30 m largo, se realizaron 6
mediciones de cada 5 m (0-5,5-10,10-15,20-25,25-30), como
se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema del experimento, con seis puntos de medicion (5, 10, 15,
20, 25,30 m) con tres tratamientos (T1 = testigo, T2 = suelo + 25 g de adi-
tivo organico, T3 = 50 g aditivo organico) a una profundidad de 30 cm de
profundidad para calcular humedad volumétrica en tiempo real con TDR-
300, tiempo de avance y recesion en Burrioncito, Guasave, Sinaloa, México.
Figure 1. Experiment scheme, with six measurement points (5, 10, 15, 20,
25, 30 m) with three treatments (T1 = control, T2 = soil + 25 g of organic
additive, T3 = 50 g organic additive) at a depth of 30 cm to calculate humi-
dity volumetric in real time with TDR-300, time of advance and recession in
Burrioncito, Guasave, Sinaloa, Mexico.

El aditivo organico se incorporé a una profundidad
de 30 cm, con equipo de cultivo, la cantidad de aditivo in-
corporado en cada tratamiento equivale a 0, 2.5 y 5 t/ha, se
calculé el caudal de entrada con una pendiente de 10 cm,
usando sifones de 1 plg de didmetro. Una vez introducida el
agua a los surcos se evalué tiempo de avance y de recesion,
cada 5 m hasta llegar a los 30 m de distancia, se realizaron
6 mediciones con equipo de TDR-300 con aguja de 30 cm
profundidad. Se realizé un analisis de varianza y prueba de
medias por el método de Tukey (Figura 5) a los datos esti-
mados de la ldmina de infiltracién con el modelo de Greeny
Ampty estimados con los datos de humedad medidos con el
sensor TDR para cada uno de los tratamientos, el andlisis se
realizé con el programa R- Proyect versién 2.14.2 (2018).

Propiedades fisicas de los suelos de los tratamientos

Las propiedades fisicas del suelo se determinaron para
los tres tratamientos, estas variables fueron: textura, densi-
dad aparente (pa), densidad real (pb), materia organica (MO),
capacidad de campo (CC), punto de marchitez permanente
(PMP), conductividad hidraulica (K ), indice de distribucién
de poros (A) y humedad gravimétrica inicial (91) (Ravazzani
et al., 2018). Una vez determinados estos parametros fisicos
(Tabla 1) se calcularon las laminas infiltradas de riego (Lr)
Grenn y Ampt (1911). La textura se realizd por el método de
Boyocus dando como resultado: 26 % de arena, 39 % arcilla
y 35 % de limo dando como textura franco arcilloso Grenn y
Ampt (1911).
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Estimacion de lamina infiltrada
Las laminas infiltradas de riego se evaluaron con el
modelo de Green y Ampt (1911), ecuacién 1.

I=K;t+Aln(1+ (3) 0

Dénde: [ es la cantidad de infiltracion acumulada en
(cm), t es el tiempo de oportunidad (h), A es el indice de
porosidad (cm*cm?) y K es la conductividad hidraulica a
saturacion en (cm h™).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se presenta la curva de tensién de hu-
medad que caracterizé a cada uno de los tratamientos expe-
rimentales, en esta se aprecia la variabilidad en la capacidad
de almacenamiento del agua de los tres tratamientos, siendo
el testigoT1 (Suelo sin ningiin mejorador) el que presentd los
valores mas bajos, con un contenido de humedad a capaci-
dad de campo (GCC) de 0.41 cm3-cm3y un punto de marchitez
permanente (GPMP) de 0.135 cm3cm?. Los 2 tratamientos
con mayor capacidad de retencién fueron: T2 (0.37 y 0.14
cm3-cm3)y T3 (0.39y 0.14 cm3cm?).

Se aprecia el incremento de humedad retenida por
los tratamientos con materiales orgdnicos, los cuales tienen
una diferencia de hasta el 0.10 cm3cm? de agua retenida,
donde los mejores tratamientos (T2 y T3) fueron con aditi-
vos organicos. En el tratamiento T3 se encontré el mayor
almacenamiento de agua facilmente disponible (30%) para
la planta. Esto ha motivado la busqueda de alternativas mas
sostenibles que permitan aumentar la retencién de hume-
dad, que satisfaga las necesidades del productor y conserven
el medio ambiente, como el de la agricultura orgdnica, la cual
utiliza abonos organicos (Adame-Garcia et al., 2021).
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Figura 2. Curvas de retencién de humedad para tres tratamientos con dife-
rente dosis de aditivo organico: Testigo (T1) = suelo normal, tratamiento 2
(T2) = suelo + 25 g de aditivo orgénico y tratamiento 3 (T3) = suelo + 50 g
de aditivo orgénico.

Figure 2. Curves retention the treatments for three treatments with diffe-
rent doses of organic additive: witness (T1) = normal soil, treatment 2 (T2) =
soil + 25 g of organic additive and treatment 3 (T3) = soil + 50 g of additive.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de los suelos con diferentes dosis de aditivo
organico en Guasave, Sinaloa, México.

Table 1. Physical characteristics of soils with different doses of organic
additive in Guasave, Sinaloa, Mexico.

Parametros Simbolo  T1 T2 T3
Materia orgénica (%) MO 1.1 1.2 13
Densidad aparente (g cm™) Pb 1.5 1.1 1.1
Densidad real (g cm?) Pa 2.6 2.6 2.6
:;:Tiiag volumétrica a saturacion 05 05 06 06
Porosidad total (cm) [S] 0.4 0.5 0.6
Conductividad hidraulica (cm h™) K, 34 4 3.9
Capacidad de campo volumétrica (%) CcC 24 27 28
Presion capilar en el frente de Wf 33 31 30

humedecimiento (cm? cm3)

Testigo (T1) = suelo normal, tratamiento 2 (T2) = suelo+25 g aditivo organi-
co y tratamiento 3 (T3) = suelo+50 g aditivo organico.

En la Tabla 1 se presentan los valores de los pardme-
tros fisicos evaluados en laboratorio de las unidades experi-
mentales para cada tratamiento.

Tiempo de avance y recesién

Se observa el efecto que tienen los aditivos organi-
cos incorporados en el suelo, ya que el tiempo de avance
medidos a diferentes distancias, resultaron menores en los
suelos con mayor contenido de aditivo correspondiente
al tratamiento 3, seguido por el tratamiento 2 y finalmente
los menores tiempos de avance fueron para el testigo, el
efecto fue diferente en los tres tratamientos. Esto debido al
cambio en las propiedades fisicas del suelo que le confirié
la incorporacién de aditivo, especialmente en la porosidad
total (@) que a su vez mejordé la conductividad hidraulica (KS)
en los suelos, como lo indica en sus estudios del suelo y sus
efectos en investigaciones relacionadas con Ndiaye et al.
(2007). Actualmente, se tiene el desconocimiento del manejo
adecuado de los sistemas de riego, por la falta de aplicacion
de conocimientos de investigaciones realizadas, en particu-
lar en los sistemas de riego por gravedad donde se tienen
eficiencias muy bajas del orden de 30%; esto significa que
existe un uso inadecuado del recurso hidrico, provocando
un desperdicio importante de este recurso, aunado a esto,
se tiene poca informacién sobre la medicion del consumo
neto de agua por los cultivos (Ojeda-Bustamante, 2015) . Esta
informacion resulta de gran interés para regiones que tienen
a la agricultura como una actividad de gran relevancia, como
es el estado de Sinaloa. La evaluacién de diferentes mate-
riales organicos como mejoradores de las propiedades del
suelo, puede ser de vital apoyo para el manejo eficiente de
los sistemas de riego por gravedad ayudando a retener mas
humedad y para hacer planificaciones del riego con el fin
de optimizar el uso del recurso hidrico como los mencionan
Rallo et al. (2011) y Mun et al. (2015).
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Figura 3. Avance del riego a diferente distancia para tres tratamientos con
diferente dosis de aditivo organico: Testigo (T1) = suelo normal, tratamien-
to 2 (T2) = suelo + 25 g de aditivo orgénico y tratamiento 3 (T3) = suelo +
50 g de aditivo organico.

Figure 3. Irrigation advance at different distances for three treatments with
different doses of organic additive: witness (T1) = normal soil, treatment 2
(T2) = soil + 25 g of organic additive and treatment 3 (T3) = soil + 50 g of
additive.

Tiempos de oportunidad

Con lainformacion recabada en campo de los tiempos
de avance y tiempos de recesiéon en cada tramo de surco
evaluado, se calcularon los tiempos de oportunidad, los
cuales se presentan en la Figura 2, donde se observa que
los valores de los tiempos de avance resultaron diferentes
entre si; esto significa desde el punto de vista practico, que
la incorporacién de aditivo organico promueve de manera
significativa la adsorcién y retencién de la humedad en el
suelo, lo que ayuda a tener una mayor uniformidad de las
[dminas. En los ultimos anos, el aumento de la poblacion asi
como la actividad antropogénica ligada a la industrializacion
y urbanizacién, han generado gran cantidad de productos de
desecho biomasa, los cuales han sido incorporados al agua 'y
suelo, ocasionando modificaciones en los servicios ecosisté-
micos que este Ultimo provee la agricultura (L6pez-Pacheco
etal., 2020).

En esta investigacion se obtuvieron menores tiempos
de oportunidad en la aplicacion de riego con la aplicaciéon de
mejoradores orgdnicos, por consiguiente, se puede decir que
para un sistema de riego por gravedad se espera tener mayor
uniformidad en las laminas infiltradas y por lo tanto, mayores
eficiencias. A través del tiempo se han propuesto distintos
métodos para estimar las laminas de infiltracion en el suelo,
desde modelos empiricos como el de Kostiavov (1932), que
son aplicados para ciertas condiciones especificas, hasta mo-
delos mas mecanicistas basados en principios fisicos como
el modelo de Richard, aunque su aplicacién es limitada por
el nimero de parametros y variables de estado a determinar
(Ali, 2016). Como alternativa, en esta investigacién se evalué
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Figura 4. Curvas de tiempo de avance y recesion en suelos con diferente
dosis de aditivo orgdnico: Testigo (T1) = suelo normal, tratamiento 2 (T2) =
suelo + 25 g de aditivo orgénico y tratamiento 3 (T3) = suelo + 50 g de aditi-
vo organico, T1, T2y T3 es el avance y R1, R2 y R3 es la recesion a diferentes
tiempos.

Figure 4. Advance and recession time curves in soils with different doses

of organic additive: witness (T1) = normal soil, treatment 2 (T2) = soil + 25

g of organic additive and treatment 3 (T3) = soil + 50 g of organic additive.
T1,T2 and T3 is the advance and R1, R2 and R3 is the recession at different
times.

el modelo de Green y Ampt (Prado-Hernandez, 2017) un
modelo mas simple, semi-empirico, con pocos parametros y
facil de implementar para diferentes tipos de suelos.

Estimacion de laminas infiltradas con el modelo Green y
Ampt

Con las determinaciones de las propiedades fisicas y
los tiempos de recesion calculados, se evalué el modelo de
Greeny Ampt (Ecuacién 1) como lo indican Prado-Hernandez
(2017); los valores estimados de las laminas infiltradas se
muestran en la Tabla 2, en donde se observa que los valores
promedio son ligeramente diferentes para los tres trata-
mientos hasta los 20 m de longitud del surco, después, las
diferencias entre los tratamientos tienden a ser en un 10%
diferentes, existiendo una mayor retencién en el tratamiento
3. La adicion del aditivo organico provocé modificaciones
en los valores de densidad aparente, en la conductividad
hidraulica y en la porosidad, trayendo consigo una diferen-
cia homogénea de las propiedades hidrodinamicas en los
tratamientos evaluados, ya que estas propiedades estan muy
correlacionadas entre si, como lo menciona Moret y Arrte
(2007).

Laminas infiltradas estimadas de las mediciones del sen-
sor TDR-300

En la Tabla 3 se muestran los valores de infiltracién
calculados considerando la humedad inicial y las humedades
finales medidas con el sensor TDR-300, donde las laminas
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Tabla 2. Laminas de infiltracion (cm) estimadas con el modelo de Green y Ampt.
Table 2. Infiltration sheets (cm) estimated with the Green and Ampt model.

Distancia Testigo 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

(m) R1 R2 R3 Media R1 R2 R3 Media R1 R2 R3 Media
0 14 89 89 13 16 16 16 16 16 16 16 16
5 14 14 13 13 14 14 14 14 16 16 16 16
10 12 12 12 12 14 14 14 13 15 15 15 15
15 12 13 12 12 14 14 14 13 15 14 14 14
20 1M 12 12 11 13 14 14 13 14 14 14 14
25 1M1 11 10 14 14 14 13 14 14 14 14
30 9 94 92 9 Mmoo 11 11 12 2 12 12

Testigo (T1) = suelo normal, tratamiento 2 (T2) = suelo+20 g aditivo organico y tratamiento 3 (T3) = suelo+40 g

aditivo orgdnico.

de los tratamientos 2 y 3 son ligeramente mayores a las 13-
minas infiltradas en relacién al testigo (T1) a lo largo de los
surcos. Esto refuerza los resultados encontrados aplicando el
modelo de Green y Ampt, demostrandose que la adicion de
materiales orgénicos como mejoradores de suelo seria una
practica ampliamente recomendable para mejorar el manejo
del recurso hidrico en sistemas de riego por gravedad, a lo
largo del territorio mexicano (Garcia, 2007). Sin embargo, en
el analisis de varianza no mostro diferencias significativas en-
tre las laminas infiltradas estimadas con el modelo de Green
y Ampt y las [dminas que se estimaron con las humedades
medidas con el sensor TDR para cada tratamiento (F< 2.34).
Con los resultados obtenidos de este experimento se puede
decir que el uso de sensores TDRs, son una herramienta im-
portante y util en el monitoreo del régimen de humedad en
los suelos (Schindler et al., 2010) y la estimacién de la ldmina
infiltrada para el manejo de los sistemas de riegos por grave-
dad (compuertas, sifones o por melgas).

Esto indicaqueelmodelode Green y Ampt es bastante
robusto para caracterizar el movimiento hidrodinamico del
agua en los suelos. Sin embargo, entre todos los tratamientos
si se hallaron diferencias significativas (Figura 3), lo que quie-
re decir que, al adicionarle materiales organicos a un suelo,

se mejoran las propiedades fisicas de este, permitiendo asi,
un ahorro considerable de agua en el manejo de los sistemas
de riego por gravedad, mejorando la productividad de los
sistemas agricolas (Ojeda-Bustamante, 2015).

1

il

Lamina de riego (cm)

=

Tratamientos

Figura 5. Comparacion de medias de los tres tratamientos, con diferente
dosis de aditivo organico en un suelo de Guasave, Sinaloa. Testigo (T1) =
suelo normal, tratamiento 2 (T2) = suelo + 25 g de aditivo organico y trata-
miento 3 (T3) = suelo + 50 g de aditivo orgdnico.

Figure 5. Means comparison of the three treatments, with different doses
of organic additive in a soil from Guasave, Sinaloa. Witness (T1) = normal
soil, treatment 2 (T2) = soil + 25 g of organic additive and treatment 3 (T3)
= soil + 50 g of organic additive.

Tabla 3. Laminas de infiltracion estimadas (cm) de las mediciones del sensor TDR-300.
Table 3. Estimated infiltration sheets (cm) from TDR-300 sensor measurements.

Testigo 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Distancia (m)
R1 R2 R3 Media R1 R2 R3 Media R1 R2 R3 Media

0 8.6 8.5 8.6 8.5 11 10 10 10 12 12 12.3 12
5 8.2 8.9 8.7 8.6 9.8 9.5 9.5 9.5 12 11 11 12
10 8.1 8.7 8.4 8.4 9.3 9.1 8.7 9 11 11 11 11
15 7.2 7.3 74 7.3 8 8.3 8.3 8.2 10 11 11 11
20 7.3 7.1 74 7.2 8.2 7.9 8 8 11 11 11 11
25 5.8 6.7 5.9 6.1 8.3 7.7 7.8 7.9 10 10 10 10
30 5.6 6.4 6.4 5.9 6.8 6.9 6.7 6.7 8.9 8.9 8.9 8.3

Testigo (T1) = suelo normal, tratamiento 2 (T2) = suelo + 20 g de aditivo orgénico y tratamiento 3 (T3) = suelo + 40 g

de aditivo orgdnico, con tres repeticiones (R1, R2 y R3).

)
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La Figura 4 presenta las curvas de humedad a través
del tiempo, siendo el tratamiento 3 el que mejor caracteristi-
cas tiene, superando al testigo y 2. El umbral de riego mues-
tra de 10 cm de profundidad, donde el tratamiento 3 tiene
demasiada humedad retenida en 16 cm y va disminuyendo
de manera gradual, de acuerdo al tiempo de riego, donde
los tres tratamientos tienen el mismo tiempo de riego de 1
h, el testigo de acuerdo al riego de presiembra necesita mas
tiempo de riego para cumplir las necesidades requeridas y
siendo mejor el tratamiento 3.
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Figura 6. Comportamientos de las laminas infiltradas estimadas con el mo-
delo de Green y Ampt y el sensor TDR-300, en un suelo de Guasave, Sinaloa.
Figure 6. Behavior of the infiltrated sheets estimated with the Green and
Ampt model and the TDR-300 sensor, in a soil from Guasave, Sinaloa.

CONCLUSIONES

En la evaluacion que se presenta en esta investigacion
el modelo de Green y Ampt puede ser utilizado para deter-
minar las laminas infiltradas acumuladas aplicando, ya que
los datos derivados de las estimaciones con el modelo fueron
muy similares a los estimados de las mediciones de hume-
dad aplicando riego por gravedad con el sensor TDR-300. La
incorporacion de aditivos organicos mejoro las propiedades
fisicas densidad aparente en 5%, porosidad total en 7% vy
la conductividad hidraulica en 6%, las cuales evaluaron la
capacidad de retencion de humedad de los suelos y mayor
uniformidad en la aplicacién del agua. Los materiales organi-
cos, mejoran la retencidon de humedad aplicando cantidades
homogéneas, de acuerdo a la evaluacion el error entre los
tratamientos que muestran los datos de lamina infiltrada
con TDR-300 y el coeficiente de uniformidad de Chisteasen
queda demostrado, que son una alternativa viable y pueden
ser aplicados de acuerdo al tipo de cultivo.
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RESUMEN

La batata (Ipomoea batatas L.) es una especie de
importancia econémica, ya que contribuye a la seguridad ali-
mentaria de millones de personas. Sin embargo, en Colombia
esta especie es subutilizada, cultivandose de forma artesanal
en la regidn Caribe. El objetivo de este estudio fue evaluar las
caracteristicas agronémicas de germoplasma de batata, bajo
las condiciones agroambientales del departamento del Valle
del Cauca, Colombia. Se sembraron 29 genotipos usando un
disefo de bloques completos al azary 27 genotipos, para su
uso como parentales en una parcela Unica y evaluar la pro-
duccién de semilla sexual para procesos de recombinacion
genética. Se encontrd una respuesta diferencial entre los ge-
notipos evaluados, sobresaliendo el genotipo 1115-200_BOL
con un rendimiento de raices tuberosas totales y de primera
categoria de 64.9 t ha' y 52.7 t ha respectivamente, y un
porcentaje de raices tuberosas de primera categoria del 81
%. En la produccién de estructuras reproductivas, los genoti-
pos que se destacaron fueron 0615-070_COR, 1215-227_BOL
y la variedad Agrosavia Aurora. Todas estas caracteristicas
indicaron que es posible establecer procesos de mejora-
miento y la insercion de la batata como cultivo, bajo las
condiciones agroambientales del Valle del Cauca. Ademas,
se identificaron como posibles cultivares comerciales los
genotipos 1115-200_BOL y 1215-232_SUC para esta region
de Colombia.
Palabras clave: Batata; genotipos; raices tuberosas; rendi-
miento; variabilidad.

ABSTRACT

The sweet potato (I[pomoea batatas L.) is a species of
economic importance, because it contributes to the food se-
curity of millions of people. However, in Colombia, this specie
is underutilized, being cultivated in an artisanal way in the
Caribbean region. The objective of this study was to evaluate
the agronomic characteristics of sweet potato germplasm,
under the agro-environmental conditions of the department
of Valle del Cauca, Colombia. Twentynine genotypes were
sown using a randomized complete block design and 27 ge-
notypes, for use as parents in a single plot and evaluate the
production of sexual seed for genetic recombination proces-
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ses. A differential response was found between the evaluated
genotypes, the genotype 1115-200_BOL exhibited the hig-
hest total and first category tuberous roots yield, 64.9 t ha
and 52.7 tha’, respectively; showing high percentage of first
category tuberous roots (81 %). Genotypes 0615-070_COR,
1215-227_BOL and the Agrosavia Aurora variety showed
abundant production of reproductive structures. In general,
all these traits suggested that it is possible to establish sweet
potato breeding processes as well as it insertion as alternati-
ve crop, under the agri-environmental conditions of the Valle
del Cauca. In addition, the 1115-200_BOL and 1215-232_SUC
genotypes were identified as possible commercial cultivars
for this region of Colombia.

Key words: Sweet potato; genotypes; tuberous roots;
yield; variability.

INTRODUCCION

La especie Ipomoea batatas (L.), cuyo centro de origen
es América tropical, es una planta perteneciente a la familia
Convolvulaceae. En Colombia es comunmente conocida
como papa dulce o batata, en Cuba se conoce como boniato
y en Ecuador, México y Perd como camote (Garcia-Méndez et
al., 2016). Como alimento, la batata hace parte del grupo de
raices y tubérculos, reconocidos principalmente por ser fuen-
te de carbohidratos, como el almidén que brinda gran aporte
calérico y energia, ademas de otros componentes como el
betacaroteno presente en variedades de pulpa naranja o
antocianinas en las variedades de pulpa morada, compues-
tos que aportan diferentes beneficios a la salud humana, lo
que hace de este cultivo un sistema productivo clave para la
seguridad alimentaria (Murillo-Martinez et al., 2021).

En el mundo, se cultivan nueve millones de hectareas
(ha) de batata, con una produccién anual estimada en 126
millones de toneladas (t), siendo China el principal produc-
tor con cerca de 54 millones de t, lo que representa el 43
% de la produccion total (Faostat, 2020). En Colombia este
cultivo se produce en pequenas explotaciones agricolas,
especialmente en la zona Caribe, donde predomina el bajo
uso de tecnologias, presentandose rendimientos de tan solo
6.3 t ha'; sin embargo, el potencial del cultivo debido a las
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condiciones climaticas ha permitido el desarrollo de nuevas
variedades que han exhibido un rendimiento alrededor de
20 t ha”, evidenciando la riqueza varietal que se encuentra
en Colombia, gracias a la alta diversidad genética de batata
(Rosero-Alpala et al., 2019). Por esta razén, es importante
realizar evaluaciones de potencial agronémico como sistema
productivo y de adaptacién como sistema agricola en otras
regiones de Colombia que permitan fomentar el cultivo
(Mercado-Villar et al., 2019).

La batata es una especie que posee gran variabilidad
genética, que le permite adaptarse a diferentes condiciones
ambientales (Rayas-Cabrera et al., 2019). Sin embargo, como
sistema productivo requiere de algunas condiciones agro-
ecoldgicas especificas, ya que factores ambientales como
la intensidad luminica, el fotoperiodo, el tipo de suelo, la
temperatura, la humedad relativa y las altas precipitaciones
pueden influir no solo en la floracién natural de esta especie,
sino también en la capacidad de producir semillas sexuales y
en la calidad y el contenido de nutrientes de las raices tube-
rosas (Cantoral-Quispe et al., 2020). Como cultivo, la batata se
desarrolla bien en zonas con temperatura entre 20y 30 °Cy
fotoperiodo de 12 a 13 horas por dia; suelos aireados, livianos
y con altos contenidos de materia orgdnica (Cobena et al.,
2017). La floracién en la batata esta influenciada directamen-
te por el fotoperiodo, prefiriendo dias cortos y temperaturas
altas, encontrandose que dias cortos de 10 horas y tempera-
turas promedio de 30 °C favorecen la mayor produccién de
estructuras florales, frutos y semilla sexual (Chang-La-Rosa y
Rodriguez-Delfin, 2002).

La alta variabilidad fenotipica de la batata se observa
en su adaptacion a diferentes condiciones ambientales,
especialmente a diferentes altitudes, ya que puede estable-
cerse entre los 0 y los 3000 msnm (Martinez-Moreno et al.,
2020). Esta adaptacién a ambientes contrastantes garantiza
su fomento como cultivo comercial en diferentes zonas agro-
ecoldgicas con diferente calidad y cantidad de radiacion, que
influyen en la eficiencia fotosintética (Adebola et al., 2013),
y su capacidad de producir raices tuberosas. Genotipos con
alta eficiencia de cobertura del suelo a través de la produc-
cién de biomasa foliar regulan su tasa fotosintética y para-
metros asociados con el uso eficiente de agua, aspectos que
benefician la habilidad de formar raices tuberosas incluso en
condiciones de estrés por alta temperatura y baja disponibi-
lidad de agua (Burbano-Erazo et al., 2020; Pérez-Pazos et al.,
2021).

De otro lado, el valle geografico del rio Cauca es una
de las zonas con mayores indices de desarrollo agricola de
Colombia, entre sus ventajas presenta suelos con buena
fertilidad, tiene diferentes pisos térmicos y cuenta con dis-
tritos de riego, lo que ha favorecido el establecimiento de
gran variedad de cultivos en esta zona (Aguilera-Arango y
Ortiz-Cabrera, 2020). Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue conocer la adaptacion de genotipos de batata, en
condiciones ambientales del valle geogréfico del rio Cauca,
Colombia, ademas de que se tiene interés en conocer el ren-
dimiento del cultivo y el comportamiento de los genotipos,

lo que les permitiria ser utilizados en programas de mejora-
miento genético de esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Localizacién

Los ensayos de evaluaciéon de rendimiento y pro-
duccion de semilla sexual se realizaron en instalaciones de
la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria
— AGROSAVIA, en el Centro de Investigacién Palmira, ubica-
do en el departamento del Valle del Cauca, Colombia, con
coordenadas geogréficas N 3°30°'51.14" O 76°18'49.20" a una
altura media de 1001 msnm, temperatura media anual de
23.4 °C y precipitacién anual de 1050 mm. La investigacién
tuvo lugar entre junio de 2020 y marzo del 2021, donde se re-
gistraron de forma semanal las variables climaticas tempera-
tura, humedad relativa y precipitacién. Los valores promedio
durante la duracién del experimento fueron los siguientes:
(I) temperatura (minima: 19.3 °C; media: 23.7 °C y maxima:
29.7 °C), (I) humedad relativa (minima: 58.2 %; media: 75.5
% y maxima: 93 %); y (Ill) la precipitaciéon acumulada de 914.7
mm.

Material vegetal

El germoplasma evaluado procede de la coleccion
de batata realizada y custodiada por La Corporacion Colom-
biana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) entre
los afos 2013 y 2016. Estos materiales fueron evaluados
agronémicamente de manera preliminar en el Centro de
Investigacion Turipand, ubicado en el municipio de Cereté,
departamento de Cérdoba, donde fueron seleccionados los
genotipos con caracteristicas de interés como el alto rendi-
miento por unidad de drea de raices tuberosas y presencia
de pigmentos naturales con compuestos bioactivos (color
naranja y amarillo con contenido de betacarotenos; color
morado con contenido de antocianinas), para uso como
parentales en procesos de recombinacion genética. Para ello,
fueron seleccionados 29 genotipos promisorios por variables
de rendimiento (Tabla 1) y 27 genotipos de interés como pa-
rentales por su contenido de carotenos y antocianinas (Tabla
2).

Para la propagacién de las plantas, se utilizé semilla
vegetativa con la finalidad de garantizar la identidad gené-
tica de cada genotipo (Okon-Nsa et al., 2013). Se emplearon
esquejes de los segmentos apical y preapical de las guias de
la planta madre, la cual contaba con tres meses de desarro-
llo. Cada esqueje tenia entre 20 y 30 cm de longitud y 4 a
6 yemas viables, de las que fueron enterradas dos yemas en
el caballén a un dngulo de 45 grados e inmediatamente se
aplicé riego por goteo para garantizar el prendimiento del
esqueje (Essilfie et al., 2016).

Establecimiento del ensayo

La preparacion del terreno se realizé con tractor, con
un pase de subsolador y dos pases de arado. Posteriormente
se realizé el levantamiento de camas o caballones a 1 m
entre camas y una altura aproximada de 0.5 m. La siembra se
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realizdé a 0.3 m entre plantas y T m entre surcos, usando dos
surcos, cada uno con 17 plantas para un total de 34 plantas

por genotipo como parcela experimental de 10 m2

Tabla 1. Genotipos de batata seleccionados para su evaluacion agronémica
bajo condiciones del Valle del Cauca, Colombia
Table 1. Sweet potato genotypes selected for agronomic evaluation under
conditions of Valle del Cauca, Colombia

Procedencia
GEnCTIRe S m Color de
. Latitud  Longitud  pulpa
Departamento
0515-012 GUA  Sanjuandel 001947 73°996"  Blanca
cesar, Guajira
0515-03_CES Becerril, Cesar ~ 9°42'52.1"  73°16'2.7" Naranja
Plato, 5D # o7 " :
0615-037_MAG 9°47'12.12" 74°47'36.6" Naranja
Magdalena
0615042 BOL  Z2MPrano, oo icu65t  74°48'523"  Naranja
Bolivar
0615-044_BOL  Carmen, Bolivar 9°40'32.6” 75°06'24.6" Amarilla
0615-046_BOL  Carmen, Bolivar 09°44'31.7" 75°07'8.6" Naranja
0615-052_COR IEiElis) 08°2'46.8" 76°10'13.9" Naranja
Cérdoba
0615-057_COR Tierralta, 08°320.8" 76°09'49.8" Naranja
Cérdoba
0615-070_COR  Lorica, Cérdoba 9°1820.0” 75°55’19.9” Blanca
0615-071_COR  >nBemardo, oo 100180 7603572 Blanca
Cérdoba
0015-144 ANT ~ CNgorodd, 500 pr68  76°43515"  Naranja
Antioquia
San Juan
0915-177_ANT de Urabg, 8°42'22.8" 76°36'28.4" Naranja
Antioquia
1115-187 ATL  ~antaluda o ooiae030 745719.17  Amarilla
Atlantico
1115188 ATL  ~antaludiaaoiei5040 740571917 Naranja
Atlantico
1115-189_ ATL  ~antaludaooiais050 74°57'192"  Naranja
Atlantico
1115-190_ATL  Suan, Atlantico 10°17'24.6" 74°55'37.5"  Naranja
1115-191_ATL  Suan, Atldntico  10°17'24.9" 74°55'36.7"  Naranja
1115-103 8oL Arroyohondo, aoiaisor 7501527 Amarilla
Bolivar
1115-200_BOL Mahates, 50154737 75%29.2"  Naranja
Bolivar
1115-206_ATL Santa, Atlantico 10°21'58.5"  75°1'37.9” Naranja
1115-207_ATL ULz 10°50'50.9" 74°58'19.2"  Blanca
Atlantico
1215-222_BOL  Arjona, Bolivar  10°13'56.7" 75°20'27.6"  Blanca
1215220 suc ~ anOnofre,  50i149r  7529'31.9"  Naranja
Sucre
1215-232_suc  SanAntoniode 5o 50 0n 75930247"  Naranja
Palmito, Sucre
1215-239_CUB Monteria, 8°45'35"  75°53'8"  Amarilla
Cérdoba
0316-256-STR iElnER) 6°32'214" 73°17'334"  Blanca
Santander
X Monteria, P P .
Criolla Cérdoba 8°45'35 75°53'8 Naranja
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191002-55 Palmira,Valle - 303070 7602122"  Naranja
del Cauca

Agrosavia Monteria, AT T :

Aurora Cérdoba 8°45'35 75°53'08 Naranja

Tabla 2. Genotipos de batata seleccionados para su evaluacion por flora-

cién bajo condiciones del Valle del Cauca, Colombia

Table 2. Sweet potato genotypes selected for evaluation by flowering
under conditions of Valle del Cauca, Colombia

Procedencia

GERONRE ] Color de

unicipio, Latitud Longitud pulpa
Departamento

0113624 VAL raimiraValledel 505000 26031927 Blanca
Cauca

0615-070_COR  Lorica, Cérdoba 9°1820" 75°55’19.9”  Blanca

0715-078_CES  Valledupar, Cesar  10°41'28”  73°19'31.1"  Blanca

0715-084_CES  Valledupar, Cesar 10°42'22.9” 73°17'47.7"  Blanca

0915-220_ ANT ~ NOReQistra, o3 )08 70 762434717 Blanca

Antioquia
1215-222_ BOL  Arjona, Bolivar ~ 10°13'56.7" 75°20'27.6"  Blanca
1215-234_suc  SanAntoniode 40100 30 75331177 Blanca
Palmito, Sucre
0113-656_COR Monteria, 8°45'35"  75°53'8"  Morada
Cérdoba

0416-317_TOL  Chaparral, Tolima  3°34.51" 75°37.58'"  Morada

0515-026_GUA  Dibulla, Guajira  11°12'45.4" 73°24'21.2" Morada

0615-050_BOL  Carmen, Bolivar 09°46'14.3” 75°8'32.4” Morada

1215-227_BOL gatlisle; 10°2'7.7"  75°16'325" Morada
Bolivar

0416-334_TOL Rioblanco, 3°18'39”  75°4819"  Naranja
Tolima

1115-191_ATL Suan, Atlantico  10°17'24.9” 74°55'36.7" Naranja

120-2145 Gamarra, Cesar 8°19'43.6" 73°43'52.8" Naranja

1215-233_suc  SanAntoniode oo 05560 75332397 Naranja

Palmito, Sucre

0113-650 VAL FaimiraValledel - 5o 00, Jeor1900  Amarilla
Cauca

0113-733 vaL FaimiraValledel  jopn0, 61090 Amarilla
Cauca

0416-300_STR  Fedecuesta,  poces1v  7301164"  Amarilla

Santander

0515-031_CES  Valledupar, Cesar 10°27'53.8” 73°14'50.3" Amarilla

1115-199_BOL Mahates, Bolivar 10°12'47.3" 75°6'28.9” Amarilla

1115-201_BOL  Mahates, Bolivar  10°12'46.8" 75°6'29.2"  Amarilla

1115-202_BOL  Mahates, Bolivar  10°12'46.6”  75°6'29.6”  Amairilla

1115-204_BOL  Mahates, Bolivar 10°12'47.2" 75°6'29.6” Amarilla

1115-205_BOL  Mahates, Bolivar 10°12'47.2" 75°6'29.7” Amarilla

1215-239_CUB Monteria, 8°4535"  75°53'8"  Amarilla

Cérdoba
Agrosavia Monteria, opin ocarn .
Aurora Cérdoba 8°45'35 75°53'8 Amarilla

Diseio experimental

Se utilizé un disefo estadistico de bloques completos
al azar (BCA) con tres bloques (repeticiones), y 29 tratamien-
tos correspondientes a los genotipos en evaluacién. El mode-
lo que se describe a continuacién explica el comportamiento
de cada material genético, interpretdndose mediante un
disefio en BCA (Martinez y Martinez, 1997).

Yijk = p + Bi + 1j + €ij
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Dénde:

M =eslamedia general.

Bi =es el efecto del i-ésimo bloque.

Tj =es el efecto del j-ésimo tratamiento

€ij =es el error experimental en el i-ésimo bloque bajo el
j-ésimo tratamiento.

Variables de respuesta

En el ensayo de evaluacién agronémica se analizaron
las variables de respuesta: (I) nimero de raices tuberosas de
primera categoria (peso entre 80y 1000 g, sin dafios causados
por plagas o enfermedades y sin deformaciones) por parcela
experimental, () peso de raices tuberosas de primera cate-
goria, (Ill) rendimiento estimado de raices tuberosas totales,
(IV) rendimiento estimado de raices tuberosas de primera
categoria, (V) porcentaje de raices tuberosas de primera
categoria con base en el peso total de la parcela, como indi-
cador de la calidad en raices tuberosas producidas por cada
genotipo, (VI) porcentaje de materia seca (relacién de Peso
en fresco/Peso seco * 100), para lo cual se pesaron 300 g de
pulpa de batata picada en trozos pequenos, posteriormente
secado al horno durante 48 horas a 72 °C y al final del secado
se volvieron a pesar. Las raices tuberosas que no presenta-
ron las caracteristicas de primera categoria se consideraron
como descarte. El rendimiento estimado de raices tuberosas
se calculé con base en una densidad de siembra de 33 mil
plantas por hectarea. En el ensayo de evaluacién de produc-
cion de semilla sexual a libre polinizacién se evaluaron las
variables: (I) nimero de flores producidas por cada genotipo
(para lo cual se realizé un conteo del nimero de flores totales
producidas por m?), (Il) nimero de frutos producidos (se
cosecharon y contaron las capsulas o frutos formados a partir
de las flores producidas por m?), y (lll) nimero de semillas
sexuales producidas (a los frutos cosechados se les extrajo
las semillas sexuales formadas).

Andlisis estadistico

Se realiz6 anélisis de varianza (ANDEVA) para las varia-
bles agronémicas evaluadas en los 29 genotipos. En los casos
en que se detectaron diferencias estadisticas significativas a
un nivel de 0=0.01 y 0=0.05, se realizaron pruebas de com-
paracion de medias de Tukey con un limite de confianza de
95 %. En la parcela de 27 genotipos de batata seleccionados
para uso como parentales se realizé un analisis descriptivo
para las variables de produccién de estructuras reproductivas
a libre polinizacion. La informacion recopilada fue procesada
y analizada con el programa estadistico Statistical Analysis
System (SAS) version 9.4 (SAS Institute, 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Comportamiento agronémico de los genotipos de batata
evaluados

En el establecimiento de las parcelas de evaluacion se
obtuvo un prendimiento de 100 % de los esquejes, debido
posiblemente al uso de material vegetal recién cosechado y
su riego después de la siembra.

Con base en la cosecha de batata, el ensayo de eva-
luaciéon agronémica que se realizé cuatro meses después
de la siembra, mediante el ANDEVA se pudo identificar que,
para las variables de respuestas analizadas se encontraron
diferencias estadisticas significativas (p<0.01) entre los
genotipos evaluados, permitiendo evidenciar asi que es
posible encontrar diferentes niveles de expresion para los
caracteres de interés agrondmicos evaluados segun la escala
de respuesta para cada variable (NRTPC: Numero de raices
tuberosas de primera categoria. PRTPC: Peso de raices tube-
rosas de primera categoria. RERTT: Rendimiento estimado de
raices tuberosas totales. RERTPC: Rendimiento estimado de
raices tuberosas de primera categoria. PRTPC: Porcentaje de
raices tuberosas de primera categoria. CMS: Contenido de
materia seca).

El ANDEVA mostré que, para las caracteristicas de
interés evaluadas, se encontraron diferencias estadisticas sig-
nificativas (p<0.01) entre los genotipos, lo cual indica que por
lo menos uno de los genotipos presenté valores de respuesta
estadisticamente diferentes al de los demas (Tabla 3), seguin
se presenta en los resultados de comparacion de promedios
mas adelante.

Tabla 3. Andlisis de varianza para el ensayo de evaluaciéon agronémica en
29 genotipos de batata

Table 3. Analysis of variance for the agronomic evaluation test in 29 sweet
potato genotypes.

Cuadrados medios

Fuente de Grados de

Variacién libertad npypc  pRTPC  RERTT RERTPC PRTPC  CMS
Blogue 2 47097* 10185% 1031.3** 9789* 3207.9* 277ns
Genotipo 28 18504%% 219.7% 2641%* 2112%  466.1% 2522%
Error 56 1242 193 527 185 1159 78
Total : 86

corregido

R? 089 088 076 088 074 061
cv 332 313 201 313 301 1014

Nivel de significancia: p<0.05 (*), p<0.01 (**), no significativas (ns). NRTPC:
Numero de raices tuberosas de primera categoria, PRTPC: Peso de raices
tuberosas de primera categoria, RERTT: Rendimiento estimado de raices
tuberosas totales, RERTPC: Rendimiento estimado de raices tuberosas de
primera categoria, PRTPC: Porcentaje de raices tuberosas de primera cate-
goria, CMS: Contenido de materia seca, R% Ajuste del modelo, GL: Grados
de libertad, CV: Coeficiente de variacion.

El nimero de raices tuberosas comerciales o de pri-
mera categoria por parcela experimental, permitio identificar
que el genotipo 1115-200_BOL presenté el valor promedio
mas alto (140), sequido de la variedad Agrosavia Aurora con
70.7 unidades, mientras que los genotipos con menor nime-
ro de raices tuberosas fueron 1115-189_ATL, 0915-144_ANT,
y 0515-012_GUA con 17, 16.7 y 16, respectivamente (Figura
1).

Para la variable peso de raices tuberosas de batata
de primera categoria, se encontré que el genotipo 1115-
200_BOL presenté el mayor valor promedio con 53.7 kg en
promedio por parcela experimental de 34 plantas, seguido
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del genotipo 1215-232_SUC y la variedad Agrosavia Aurora
con 22.9y 20.9 kg respectivamente (Figura 2).

raices tuberosas totales, se encontré que el conjunto de
genotipos evaluados presenté un valor promedio de 36.1 t
ha', con un minimo de 23.2 t ha'y un méximo de 64.9 t ha™.
Los genotipos con el mayor rendimiento estimado de raices
tuberosas totales, superior a 40 t ha” fueron: 1115-200_BOL
(64.9 t ha') seguido de la variedad Agrosavia Aurora (52.3
t ha'), 0615-052_COR (49.2 t ha'), 1115-191_ATL (49.1 t
ha), 191002-55 (45.7 t ha'), 0615-044_BOL (42 t ha), 1115-
188_ATL (41.8 t ha') y 0515-03_CES (40.9 t ha™) (Figura 3).
La reduccion de raices tuberosas comerciales se presentd
principalmente por el dafo causado por plagas que afecta-
ron directamente la corteza y pulpa de la raiz tuberosa, asi
como también roedores que se comen la pulpa, afectando ha") (Figura 3).
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Figura 1. Comparaciéon de medias de Tukey para la produccion de raices tuberosas de batata de primera categoria en el Valle del Cau-
ca, Colombia. Genotipos con letra distinta difieren estadisticamente (p < 0.01).

Figure 1. Tukey comparison of means in first category sweet potato tuberous roots production in Valle del Cauca, Colombia. Genoty-
pes with different letters differ statistically (p < 0.01).
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Figura 2. Comparacion de promedios de Tukey para el peso de raices tuberosas de batata de primera categoria en el Valle del Cauca,
Colombia. Genotipos con letra distinta difieren estadisticamente (P < 0.05).

Figure 2. Tukey comparison of means for the weight of first category sweet potato tuberous roots in Valle del Cauca, Colombia. Geno-
types with different letters differ statistically (P < 0.05).
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directamente el atributo comercial, lo cual concuerda con
lo reportado por Castellén y Gonzalez (2020). Igualmente se
En cuanto al promedio de rendimiento estimado de presentaron malformaciones de las raices tuberosas, como
la formacién de cintura, cuarteamiento y abultamientos irre-
gulares causadas debido a factores abidticos como cambios
de temperatura en el suelo, fluctuacion en la humedad del
suelo, deficiencias nutricionales y factores bidticos como
el ataque de nematodos (Clark & Moyer, 1991), las cuales
se categorizaron como no comerciales por su aspecto no
uniforme (Azevedo et al., 2014). Sin embargo, se encontré
un rendimiento estimado de raices tuberosas de primera
categoria en un rango de rendimiento entre 5.9y 52.7 t ha™.
Los genotipos con el mayor rendimiento estimado de raices
tuberosas de primera categoria, superior a las 15 t ha fue-
ron: 1115-200_BOL (52.7 t ha), 1215-232_SUC (22.4 t ha™),
la variedad Agrosavia Aurora (20.5 t ha™') y 191002-55 (17.3 t
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Figura 3. Comparacién de promedios de Tukey para el rendimiento estimado de raices tuberosas totales y de primera categoria
de batata en el Valle del Cauca, Colombia. Genotipos con letra distinta difieren estadisticamente (P < 0.05).

Figure 3. Tukey means comparison of estimated yield for total and first category tuberous roots of sweet potato in Valle del Cauca,
Colombia. Genotypes with different letters differ statistically (P < 0.05).

Los resultados muestran que el mejor genotipo
por rendimiento estimado de raices tuberosas totales y de
primera categoria fue el 1115-200_BOL con 649 y 52.7 t
ha, respectivamente. Es importante indicar que, aunque la
variedad Agrosavia Aurora present6 alto valor promedio de
rendimiento estimado de raices tuberosas totales con 52.3 t
ha’, esta variedad present6 alto descarte de raices tuberosas
con 60.8 %, mientras que el clon 1115-200_BOL present¢ el
menor valor de porcentaje de descarte entre todos los geno-
tipos evaluados con 18.8 %.

taje de produccion de raices tuberosas de batata de primera
categoria, de esta forma se encontraron valores promedios
entre 81.2 y 19 %, siendo el genotipo 1115-200_BOL el de
mayor produccidén en porcentaje de raices tuberosas de
primera categoria con 81.2 %, seguido por los genotipos
1215-232_SUCcon 58 %y 1115-207_ATL con 51 %, los demas
genotipos presentaron una produccion de raices tuberosas
de primera categoria menor al 50 % (Figura 4).

Estos resultados fueron consistentes con estudios
previos, ya que a pesar de la capacidad que tiene la batata

La cuantificacion de la relacidn entre raices tuberosas
comerciales y totales se dio mediante el calculo del porcen-

para adaptarse a una amplia gama de condiciones de cre-
cimiento, es sensible ala variacion ambiental (Pinedo-Taco
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Figura 4. Comparacion de promedios de Tukey para la produccién de raices tuberosas de batata de primera categoria, medida en
porcentaje respecto al total de raices tuberosas producidas en el Valle del Cauca, Colombia. Genotipos con letra distinta difieren
estadisticamente (P < 0.05).

Figure 4. Tukey comparison of means for first category sweet potato tuberous roots production, measured as a percentage of the
total number of tuberous roots produced in Valle del Cauca, Colombia. Genotypes with different letters differ statistically (P < 0.05).
Source: Self-made.
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et al., 2017), se ha reportado la influencia significativa de la
interaccién del genotipo ambiente en rasgos como rendi-
miento de raices tuberosas totales, rendimiento de raices
tuberosas comerciales y contenido de materia seca (Adebola
etal., 2013). Este estudio permitié reconocer que la mejor res-
puesta para las variables de rendimiento de raices tuberosas
(nimero de raices tuberosas de primera categoria, peso de
raices tuberosas de primera categoria, y porcentaje de raices
tuberosas de primera categoria) la presentaron los genotipos
1115-200_BOL y 1215-232_SUC, los cuales presentaron un
desarrollo homogéneo de raices tuberosas con un formato
deseable para su comercializacion.

Algunos genotipos presentaron un desempefo agro-
némico reducido por debajode 30tha' 115-193_BOL, 1115-
206_ATL, 0615-070_COR, 1215-222_BOL, 1115-207_ATL,
1115-189_ATL, 0915-144_ANT, Criolla y 0615-046_BOL; y
algunos incluso cuando su rendimiento total fue superior a
40 t ha' el porcentaje de raices tuberosas de primera cate-
goria fue bajo, entre estos se encuentran la variedad Agro-
savia Aurora con un 39.2 % de raices tuberosas de primera
categoria, 0615-052_COR (21.1 %), 1115-191_ATL (29.6 %),
191002-55 (37.8 %), 0615-044_BOL (20.6 %), 1115-188_ATL
(34.8 %) y 0515-03_CES (36.8 %). Estos resultados evidencian
la amplia riqueza genética en los materiales colectados y su
potencial adaptacion a las condiciones del Valle del Cauca;
asi como también las condiciones ambientales favorables
como el suelo (Arenas-Julio et al., 2021) para promover un
buen llenado de raices tuberosas, preservando la calidad
fisica e impactando en el rendimiento del cultivo. En algunos
casos, la contribucion del ambiente a la variacion en el ren-
dimiento de la batata es mayor que la del genotipo (Adebola
etal., 2013). Sin embargo, la respuesta de los genotipos varia
en diferentes ambientes (Griineberg et al., 2005), igualmente,
el rendimiento de raices tuberosas totales y el rendimiento
de raices tuberosas de primera categoria o comerciales

varia segun el cultivar entre épocas y distancias de siembra
de manera diferente (Duque et al, 2022). En batata se han
identificado genotipos con rendimiento estable en diferen-
tes localidades (Abidin et al., 2005), mientras que en otros
casos se ha identificado adaptabilidad especifica (Manrique
y Hermann, 2000). Por esta razén, se deben realizar estudios
de adaptacion en diferentes localidades, con la finalidad de
identificar variedades especificas por sitio (Jiménez-Ledn et
al., 2020), lo cual corrobora los resultados obtenidos en la
presente investigacion, donde se confirma el potencial de
algunos genotipos de batata para esta regiéon de Colombia.

Para la variable contenido de materia seca, se encon-
tré una variacidon con valores entre 30.6 y 18 % para los 29
genotipos evaluados. El genotipo con mayor contenido de
materia seca fue 1115-190_ATL seguido de 0915-177_ANT
y 1215-22_BOL los cuales no presentaron diferencias esta-
disticas para esta variable con respecto a 26 genotipos de la
evaluacion, presentado diferencia en el valor promedio de
contenido de materia seca Unicamente respecto a la varie-
dad Agrosavia Aurora, la cual presentd el menor valor para
esta variable (Figura 5).

Estos resultados fueron consistentes con previos resul-
tados reportados por Lebot (2010) que caracterizan la batata
en tres grupos de acuerdo a su color de pulpa: (i) cultivares
de pulpa blanca y crema con muy alto porcentaje de materia
seca (=25-35 %); (ii) cultivares con alto contenido de mate-
ria seca (=20-30 %), bajo contenido de azucar y contenido
medio de carotenoides, y (iii) cultivares con bajo contenido
de materia seca y alto contenido de azucar y carotenoides,
particularmente de pulpa naranja profundo y de interés para
exportacion. Sin embargo, dentro de la diversidad evaluada
se encontré algunos genotipos de pulpa anaranjada con
contenidos de materia seca cercanos al 30 %, siendo estos
materiales de gran interés para ser consideradas como
futuras variedades en la localidad evaluada, debido a que
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Figura 5. Comparacion de promedios de Tukey para el contenido de materia seca en diferentes genotipos de batata evaluados en el
Valle del Cauca, Colombia. Genotipos con letra distinta difieren estadisticamente (p < 0.05).

Figure 5. Tukey comparison of means for dry matter content in different sweet potato genotypes evaluated in Valle del Cauca, Colom-
bia. Genotypes with different letters differ statistically (p < 0.05).

(
e
<48

i

Volumen XXIV, Numero 3



Rodriguez-Henao et al: Evaluacién agronémica de germoplasma promisorio de / XXIV (3): 42-51 (2022)

la acumulacién de materia seca es un buen indicativo para
cuantificar efectos ambientales dentro de un germoplasma
evaluado (Monroy-Pedroza et al., 2021). Existen diferentes
factores que afectan el contenido de materia seca en batata
como el genotipo, area geogréfica, cantidad de luz, clima,
practicas culturales, tipo de suelos (Kathabwalika et al., 2016),
entre otras. En este caso particular, tanto el genotipo como
las condiciones agroecoldgicas del Valle del Cauca influyeron
sobre el excelente comportamiento, especialmente en los
genotipos de pulpa naranja.

Produccion de estructuras reproductivas

La evaluacion de produccion de flores, frutos y semi-
lla sexual se realizé durante cuatro meses, después de seis
meses de haberse establecido las parcelas Unicas en campo.
A partir de los resultados obtenidos se logré identificar
que los 27 genotipos evaluados produjeron flores, frutos y
semillas en diferentes proporciones, siendo diferencial entre
genotipos, lo cual corresponde con lo reportado por Namo y
Mwanja (2014).

Produccion de flores

Bajo condiciones agroambientales del departamento
del Valle del Cauca, la evaluacion de la produccion de flores/
m?de cada genotipo permitid identificar que, a libre polini-
zacion todos los genotipos evaluados tienen la capacidad
de producir floracion. Por m? se encontré una produccion
entre 248 y 37 flores, con un promedio de 130.4 flores por
genotipo. Los genotipos con mayor nimero de flores/m?
fueron 1215-227_BOL, variedad Agrosavia Aurora, 0615-
070_COR, 0515-026_GUA, y 1115-205_BOL con mas de 200
flores producidas (248, 246, 227,217 y 208 respectivamente);
los genotipos con menor produccién de flores fueron 0416-
334_TOL y 0113-656_COR con menos de 50 flores/m? (41
y 37 respectivamente) (Figura 6). La floracion de todos los
genotipos evaluados favorece la recombinacion genética a

partir de cruzamientos dirigidos o poli cruzas para la mejora
de este cultivo en la zona evaluada, ya que para producir
semilla sexual la floracién es un requisito (Lestari et al., 2019).

Produccion de frutos

La produccion de capsulas o frutos de batata presentd
una variacion entre 216 y 17 frutos/m?, con un promedio de
73.6 frutos/m? para los genotipos evaluados. Los genotipos
con mayor produccién de frutos fueron 0615-070_COR y
1215-227_BOL con 216 y 212 frutos/m?, y los genotipos de
menor produccion de frutos (menos de 25 frutos/m?) fueron
0113-656_COR, 0416-334_TOL y 0715-078_CES con 19, 18,y
17 frutos/m? (Figura 6).

Los porcentajes de produccion de frutos cosechados,
respecto al total de flores producidas fluctud entre 95y 16.5
% con un promedio de 53.1 % de produccién de frutos en
todo el ensayo. Los mayores porcentajes de produccion de
frutos los presentaron los genotipos 0615-070_COR, 1215-
227 _BOL Yy la variedad Agrosavia Aurora, con porcentajes de
95.15, 85.48 y 80.08 % respectivamente; los genotipos con
menor porcentaje de produccién de frutos fueron 0416-
300_STR, 0515-031_CES, y 0715-078_CES con menos del 25
% de produccién de frutos (24.53, 24.27 y 16.5 % respectiva-
mente).

Estos resultados de fructificacion (cuajado de frutos)
son relevantes para proyectos de mejoramiento genético
de esta especie, ya que en la principal zona de produccién
de batata en Colombia el desarrollo de estructuras repro-
ductivas es nula en muchos genotipos, debido a la oferta
agroambiental que limita la produccién de flores y el cuajado
de frutos (Chang-La-Rosa y Rodriguez-Delfin, 2002). Los
resultados son comparables con lo reportado por Lestari et
al. (2019) en la obtencion de materiales recombinantes con
diferentes genotipos de batata en Indonesia con un porcen-
taje de cuajado de frutos entre 35y 87 %.
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Figura 6. Produccién de estructuras reproductivas en 27 genotipos de batata para uso como parentales

evaluados en el Valle del Cauca, Colombia.

Figure 6. Production of reproductive structures in 27 sweet potato genotypes for use as parents evaluated in

Valle del Cauca, Colombia.
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Produccion de semilla sexual o botanica

La produccién de semilla se presenté entre 230y 16
unidades con un promedio de 65.6 semillas. Los genotipos
con produccién mayor a 200 semillas fue el genotipo 0615-
070_COR seguido de la variedad Agrosavia Aurora con
230 y 212 unidades respectivamente. Los genotipos con la
produccion mas baja de semilla (inferior a 25 semillas/m?)
fueron 0515-031_CES, 0715-078_CES, 0113-656_COR, 0416-
334_TOL, 1115-201_BOL, y 0416-300_STR (Figura 6).

El porcentaje de cuajamiento delos frutos fluctué entre
16.5y 95.15 %, con un promedio general de 53.1 %, los bajos
porcentajes de cuajado de frutos se debe principalmente ala
incompatibilidad que presentan algunos genotipos de esta
especie (Lebot, 2009). El mayor porcentaje de cuajamiento
de frutos lo presentaron los genotipos 0615-070_COR con
95.15%y 1215-227_BOL con 85.48 %; y la variedad Agrosavia
Aurora con 80.01 %. Como se puede observar en la figura 6,
hay produccién de estructuras reproductivas en todos los
genotipos. Sin embargo, la cantidad de flores, frutos y semi-
llas es diferente para cada uno de ellos. La floracién natural
en batata es favorecida en ambientes con temperaturas que
oscilan entre 16y 27 °C, debido a que valores de temperatura
superiores a este rango afecta la aparicion de flores en esta
especie (Hammett, 1985). Lo anterior posiblemente se debe
a que un incremento en la temperatura aumenta la tasa de
transpiracion y por lo tanto la disminucién en el movimiento
de algunos elementos esenciales como el hierro, que es un
elemento mineral importante para la floracién de batata
(Salisbury y Ross, 1992).

De acuerdo con los requerimientos climaticos para
el desarrollo del cultivo de batata (Cobena et al., 2017) y las
condiciones para su floracion (Chang-La-Rosa y Rodriguez-
Delfin, 2002), la zona de estudio de la presente evaluacion
agrondémica ubicada en el departamento del Valle del Cauca,
Colombia, cumple con las condiciones agroambientales para
la produccién del cultivo de manera comercial de acuerdo
con las variables ambientales reportadas en este documento
durante el desarrollo del estudio.

La respuesta de produccion floral en todos los geno-
tipos evaluados abre la posibilidad de adelantar programas
de mejoramiento genético de este cultivo a través de cruza-
mientos dirigidos entre genotipos seleccionados (Morales-
Rodriguez et al., 2017). De acuerdo con lo anterior, es oportu-
no aprovechar la recombinacién genética en la produccién
de poblaciones mejoradas con caracteristicas nutricionales
y alto rendimiento de raices tuberosas, aprovechando la
oferta agroambiental del departamento del Valle del Cauca,
con la finalidad de ampliar la base genética de la batata en
Colombia.

CONCLUSIONES

Se logro establecer y evaluar germoplasma de batata
bajo condiciones del valle geogréfico del rio Cauca, donde
se observaron resultados de desempefo agrondémico de
esta especie que permiten argumentar su adaptacion en
esta regién. Como posibles cultivares comerciales para esta
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region del pais se identificaron los genotipos 1115-200_BOL
y 1215-232_SUC, debido a que presentaron una destacada
produccion y peso de raices tuberosas de primera calidad
con respecto a los demds genotipos evaluados. Igualmente,
se encontraron resultados favorables respecto a la produc-
cion de estructuras reproductivas en los genotipos evalua-
dos para su posterior uso como parentales, lo que evidencia
que las condiciones ambientales son apropiadas para la
produccion de semillas sexuales, Utiles para la generacion de
nuevas variedades en proyectos de mejoramiento genético
de batata.
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ABSTRACT

Edible films (EF) can be produced and developed
for preservation of fruits and vegetables. Starch has been
considered one of the biopolymers with the greatest po-
tential to produce edible films through different processing
techniques, such as extrusion-casting. Our objective was to
study the effect of calcium carbonate nanoparticles (NPsCC)
and plasticizers (sorbitol- glycerol (80-20%; w/w)) produced
by extrusion (EXT)-casting (CT) combination technologies,
to obtain EF with improved mechanical and barrier proper-
ties. Corn starch-plasticizers were processed in a twin-screw
extruder to produce modified thermoplastic starch, followed
by the addition of calcium carbonate nanoparticles (CCNP)
in casting to EF formation. A hybrid design (four factors;
twenty-one treatments) of surface response methodology
was used to optimization process. The optimal EF mechanical
and barrier properties were characterized according to mi-
crostructural properties (X-ray diffraction, Scanning Electron
Microscopy) to determine the damage caused in the starch
during EXT and CT. In conclusion, it is possible to obtain EF
with greater both Breaking Strength and Deformation, as
well as, lower Water Vapor Permeability and Solubility (me-
chanical and barrier properties), through the use of CCNP
and plasticizers, using EXT-CT combination processes.
Keywords: Starch edible films, CaCO, nanoparticles, extru-
sion, microstructural properties.

RESUMEN

Para la conservaciéon de frutas y hortalizas, se pue-
den producir y desarrollar peliculas comestibles (PC). Para
producir PC, el almidén es considerado uno de los biopoli-
meros con mayor potencial mediante diferentes técnicas de
procesamiento como la extrusion-casting. El objetivo fue
estudiar el efecto de las nanoparticulas de carbonato de cal-
cio (NPsCC) y plastificantes [sorbitol-glicerol (80-20%; p/p)]
producidas mediante tecnologias combinadas de extrusién
(EXT)-casting (CT) para obtener PC con propiedades meca-
nicas y de barrera mejoradas. La mezcla almidén de maiz-
plastificantes fueron procesados en un extrusor de doble
tornillo para obtener almidén termoplastico modificado se-
guido de la adicion de NPsCC en el casting para la formacion
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final de la PC. Se utilizé un disefno hibrido (cuatro factores;
veintiun tratamientos) de la metodologia de superficie de
respuesta para el proceso de optimizacion. Se caracterizéd
PC o6ptima acorde a propiedades mecdnicas y de barrera,
ademas, de propiedades microestructurales (difraccion de
rayos X, Microscopia Electronica de Barrido) para determinar
el dafo causado en el almidén durante EXT y CT. En conclu-
sion, es posible obtener PC con mayor resistencia a la rotura
y deformacién, asi como, menor permeabilidad al vapor de
aguay solubilidad, mediante el uso de NPsCCy plastificantes,
utilizando la combinaciéon EXT-CT.

Palabras clave: peliculas de almidén, nanoparticulas de
CaCo,, extrusion, casting, propiedades microestructurales.

INTRODUCTION

Starch has been considered one of the biopolymers
with the greatest potential to produce biodegradable and
edible films by different processing techniques such as cas-
ting, injection or blow molding and as well as in combination
with others techniques (Teixeira et al., 2012, Chiumarelli y
Hubinger, 2014, Li et al., 2015, Calderén-Castro et al., 2018).
In this sense, corn starch has many advantages over other
starches, and is considered the best of them due to its versa-
tility, high availability, low cost and also, its biodegradability
(Aguirre-Joyaetal., 2019, Galindezetal., 2019, Kimetal., 2019,
Yildirim-Yalcin et al., 2019). Although, it has acceptable phy-
sicochemical and good mechanical properties, these could
be improved. Calcium carbonate nanoparticles (CCNP) are
commonly used since to they add characteristics of greater
elongation and resistance in the paper breakage, paint
and plastics industry (Hu et al., 2009, Sahebian et al., 2009,
Duncan, 2011, Ghadam et al., 2012, ), as well as, improved
opacity, whiteness and brightness, and printing properties in
quality paper (Buri et al., 2012). Sun et al. (2014) used calcium
carbonate nanoparticles with the purpose to improve the
mechanical properties, such as flexibility and strength, of
films based on corn starch and glycerol by casting. Latest, the
use of nanoparticles could be considered for the production
of edible starch-based films with characteristics that may im-
prove the post-harvest preservation of fruits (Maftoonazad y
Ramaswamy, 2005). Calderén-Castro et al. (2018) evaluated
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a combined method using extrusion and casting to modify
the starch macromolecular matrix (which is exposed to a
variety of changes at both levels, intra and intermolecular)
and for Edible Films (EF) formation. Thin layers of edible ma-
terials can be applied to the preservation, distribution and
marketing of post-harvest products (McHugh, 2000, Falguera
etal.,, 2011, Fakhouri et al., 2015, Buso-Rios et al., 2020). These
materials act as barriers, producing modified atmospheres,
reducing moisture exchange, controlling microbial growth,
and carrying functional ingredients such as antioxidants and
antimicrobials (Treviio-Garza et al., 2015). For this reason, the
aim of this work was to use calcium carbonate nanoparticles
and plasticizers during extrusion (EXT)-casting (CT) combi-
nation technologies to obtain EF with improved mechanical
and barrier properties.

MATERIALS AND METHODS
Film preparation

Corn starch (Ingredion, Jalisco, Mexico), sorbitol
(Cedrosa, Edo. Mexico, Mexico) and glycerol (JT Baker®, Pa.,
U.S.A.) as well as CCNP (SkySpring Nanomaterials, Inc., TX,
USA) were used for EF preparation. The corn starch composi-
tion was: 25.58 % amylose and 74.72 % amylopectin. The film
preparation was carried out according to Yan et al. (2012) and
Fitch-Vargas et al. (2016) with some modifications. At the first

Table 1. Experimental design of the extrusion process for four factors.
Tabla 1. Diseno experimental del proceso de extrusidn para cuatro factores.

stage, with the use of the extrusion technology, thermoplas-
tic starch was obtained. The mixture was prepared with corn
starch and plasticizers, according to the experimental design
(Table 1) [sorbitol (80 %) and glycerol (20 %)]. A co-rotating
twin screw extruder (Shandong Light M&E, Model LT32L,
China) with a L/D of 18.5, screw compression ratio of 2:1, and
a circular die with 19 mm of length, 42 mm of diameter and
an output of 5 mm was used. The feed rate kept constant at
120 g/min, while moisture content ranged at different ratios
according to the experimental design. Barrel temperatures in
the feeding (60 °C) and transition (75 °C) zones were constant
with respect to the output die temperature (E.g. ET: 90 °C);
they varied according to the experimental design by 15 °C
between them. The 3 heating zones were independently
and electrically heated and water-cooled to maintain the
temperature. The thermoplastic starch was collected in water
at a 1:4 ratio and stored until use. The product obtained was
named extruded formulation. In a second stage, EFs elabo-
rated with the casting technique were obtained. First, CCNP
were dissolved in 50 mL of distilled water by ultrasonic mix-
ing (Branson Ultrasonic Cleaner, Danbury, CT, EUA). Briefly,
200 mL of extruded formulation were collected and heated
for 10 minutes on a plate (Fisher Scientific, Mass., U.S.A.) at 80
°C; when the temperature reached 30 °C, calcium carbonate
nanoparticles were added according to the experimental

ET

PC McC

Trat* X, X, X, X, CaCo, °0) %) %) BS D wvP ws
1 0 0 0 1.7317 1.52 90 20 25.2 13.37 11.42 1.826E-11 29.56
2 0 0 0 -0.2692 1.52 920 20 19.2 2239 05.26 1.044E-11 25.63
3 =1l =1 -1 0.6045 0.52 80 15 21.81 18.03 07.00 1.465E-11 29.16
4 1 =1l =il 0.6045 2.52 80 15 21.81 12.28 13.40 3.092E-11 43.48
5 =1l 1 =1l 0.6045 0.52 100 15 21.81 25.15 06.75 1.248E-11 25.99
.6 1 1 =il 0.6045 2.52 100 15 21.81 15.44 14.83 2.122E-11 36.13
7 =l =1l 1 0.6045 0.52 80 25 21.81 12.82 547 9.529E-12 25.49
8 1 =1 1 0.6045 2.52 80 25 21.81 26.00 4.86 8.710E-12 24.66
9 =l 1 1 0.6045 0.52 100 25 21.81 7.69 12,61 3.390E-11 41.66
10 1 1 1 0.6045 2.52 100 25 21.81 13.23 13.48 1.635E-11 31.94
11 1.5177 0 0 -1.0498 3.03 90 20 16.85 18.60 14.22 2.075E-11 3248
12 -1.5177 0 0 -1.0498 0 90 20 16.85 24.62 11.29 1.685E-11 29.25
13 0 1.5177 0 -1.0498 1.52 105.177 20 16.85 20.32 5.66 1.238E-11 25.10
14 0 -1.5177 0 -1.0498 1.52 74.823 20 16.85 12.33 10.77 1.570E-11 28.22
15 0 0 15177 -1.0498 1.52 90 27.59 16.85 15.65 10.41 2.654E-11 34.85
16 0 0 -1.5177 -1.0498 1.52 90 12.41 16.85 18.08 11.00 2.725E-11 32.54
17 0 0 0 0 1.52 90 20 20 20.99 491 1.129E-11 23.97
18 0 0 0 0 1.52 90 20 20 17.37 9.87 1.534E-11 31.57
19 0 0 0 0 1.52 90 20 20 21.50 5.36 1.031E-11 25.26
20 0 0 0 0 1.52 90 20 20 11.13 12.66 2.572E-11 38.73
21 0 0 0 0 1.52 90 20 20 21.30 5.30 1T.111E-11 2551

*The order not corresponding to experimental run

X= CaC03= Calcium Carbonate Nanoparticles X,= ET= Extrusion Temperature, X,;= PC= Plasticizers Content, X= MC= Moisture Content.
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design. Subsequently, 25 mL of the gelled formulation were
poured spilled out into acrylic molds, and then placed into
an oven at 60 °C for 2 h + 0.25 h. The films thickness were
measured using a digital micrometer (Digital Insize, Model
3109-25A, Spain), obtaining values of 53 + 5.22 um. Finally,
films were conditioned at 53 % of relative humidity with a
saturated solution of Mg(NO,),-6H,0 (JT Baker®) and they
were maintained in a desiccator until analysis.

Physicochemical characterization
Mechanical properties

Breaking Strength (BS) and Deformation (D) of EF
were evaluated with the use of an universal texture analyzer
(INSTRON, Model 3342, Mass., U.S.A.) according the ASTM
D-5748-95 (ASTM, 1995) methodology, with some modifica-
tions and recommendations made by Gontard et al. (1993). BS
is the maximum force just before the break, and it is measu-
red in Newtons (N), while D is the breakage distance from the
contact with the sample until the break, and it is measured
in millimeters (mm). Twenty EF samples from each treatment
were used for measuring these mechanical properties.

Water Vapor Permeability (WVP)

The WVP of EF was determined using the gravimetric
glass method according to McHugh et al. (1993). Films were
placed with 15 g of calcium chloride on the top of glass
containers (JT Baker®, Pa., U.S.A.). After that, the containers
were placed into a desiccator (Dry Keeper, Sanplatec Corp.,
Osaka, Japan) with a saturated solution of sodium chloride to
generate 75 % of RH. The weight gain of calcium chloride was
registered every 12 hours for 4 days by quintuplicate; these
data were used to generate a graph of weight gain versus
time. WVP was determined according to the next equation:

Mp x E

WVP = ———
AxtxAp

Where: Mp = moisture absorbed mass (g), £ = film
thickness (m), A = exposed film area (m?), t = time (s) and Ap
= partial pressure difference through the film (Pa).

Water Solubility (WS)

The WS was determined according to the methodolo-
gy reported by Gontard et al. (1992), as percentage of disinte-
grated material, as expressed in the following equation:

(w; — Wf)

w;

% WS = x 100

Where: % WS = water solubility percent, Wi = initial
weight of sample and Wf = final weight of sample.

Experimental Design

A hybrid design D416, of the response surface
methodology (RSM) with four factors was used (Roquemore,
1976): CaCO3 nanoparticles (CCNP: 0.00 - 3.03 %), extrusion

L«
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temperature (ET, 74.82 - 105.18 °C), plasticizers content (PC:
12.41 - 27.59 %) and moisture content (MC: 16.85 — 25.19 %).
All the independent variable levels were selected according
to preliminary experiments and technical limitations of the
study at five levels was performed. The whole design consis-
ted of 21 experimental points carried out in random order,
which included 16 factorial and axial points, 5 center points,
the center of the design was used to allow for estimation of
a pure error sum of squares (Table I). A second order polyno-
mial model was used to predict the experimental behavior:

Vi = b + b1 Xy + byXy + b3Xs + byXy + b1 X1 Xy + b3 X1 X5
+D1a X1 Xy + by3XoXs 4 byuXo Xy + baaX3Xy + by X1 % + by X,?

+ b33 X3® 4 byaX,?

Where: yi = generic response; b...,, = regression
coefficients; X, = CaCo, nanoparticles, X, = Extrusion Tem-
perature and X, = Plasticizers Content and X, = Moisture
Content. The numerical method was applied as optimization
technique, where the main criteria for determining the opti-
mal treatment to produce EF were better BS and D (highest
values), and WVP and S (lowest values).

Microstructural characterization

To determine the damage caused in starch and plasti-
cizers mixture with and without extrusion process and EF du-
ring casting technique, optimal treatment was characterized
according to its microstructural properties (X-ray diffraction
and Scanning Electron Microscopy).

X-ray diffraction

Samples of optimal treatment, at the various stages
of the process were evaluated (without processing mixture
-OWPM-, processing mixture -OPM- and edible film -OEF-).
This samples were packed into a glass sample holder with
a depth of 0.5 mm and mounted on an X-ray diffractometer
(Rigaku Model Last D/Max-2100, Rigaku Denki Co. Ltd., Ja-
pan). The diffractograms were obtained as described by G6-
mez et al. (1989) with a sweep angle of Bragg of 4 - 40° over
a scale of 26 with intervals of 0.02, operating at 30 KV and
16 mA, with CuKa radiation and a wavelength A = 1.5406 A.
Relative crystallinity was calculated using Herman’s method.
The percentage of relative crystallinity of the starch was
measured by separating the crystalline and amorphous areas
in the X-ray diffractograms using an Origin 9.0™ software. The
percentage of relative crystallinity was calculated as crystal-
line area/total area x 100 (Aguilar-Palazuelos et al., 2006).

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Materials obtained were evaluated with SEM analysis,
according to the Rodriguez-Castellanos et al. (2015) proce-
dure. Briefly, a powder sample of both, starch and OWPM,
were dispersed over the SEM plate and the films were frac-
tured by previously cutting a film piece. Then, they were im-
mersed in liquid nitrogen for 10 seconds, breaked and placed
on the copper sample plate holder with 1.2 cm diameter car-
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Figure 1. Effects of Calcium Carbonate Nanoparticles (a-c), Extrusion Temperature (d-f), Moisture Content and Plasticizers Content (a,; b

gth, of edible films of corn starch.
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Extrusion Temperature = 90.00 (°C)
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,), on Breaking Stren-

Figura 1. Efecto de las Nanoparticulas de Carbonato de Calcio (a-c), la Temperatura de Extrusion (d-f), el Contenido de Humedad y Contenido de Plastifican-
tes (a,; b,), sobre la Resistencia a la Rotura, de peliculas comestibles de almidon de maiz.

bon adhesive tape. Samples were placed and covered for 10
min with a light gold layer, then submit for posterior analysis.
A SEM (Philips’, Model XL30 ESEM, Eindhoven, Netherlands)
was used, employing a secondary electron detector with 15
KV of acceleration. CCNP powder samples were placed on a
carbon-coated copper grid and characterized in a Scanning
Electron Field Emission Microscope (FEI, Nova NanoSEM 200,
Shinagawa-ku, Tokio) with 15 kV acceleration and helix de-
tector in low vacuum conditions.

Data Analysis

Quadratic model for predicting the optimal point was
expressed according to the response surface methodology
(RSM) The significance of the models was tested using vari-
ance analysis (F test). The significances of all terms in the
polynomial were judged statistically by computing the F-val-
ue at a probability (p<) of 0.001, 0.01 or 0.05. The regression
coefficients were then used to make statistical calculations to
generate dimensional and contour maps from the regression
models. The response surface regression (RSREG) procedure
was determined with Design Expert” Software Version 11.0
(Stat-Ease, Inc., Minn., U.S.A.). The microstructural character-
ization of the optimal treatment was analyzed by LSD Fisher
means comparison (p < 0.05) with StathGraphics Centurion
XVIIL.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical characterization
Breaking Strength (BS)

BS showed a significant model of regression with R?
values of 0.82, coefficient of variation CV =12.10, and p of F=
0.0005 and showing lack of fit (Table 2). Also, the statistical
analysis (Table 3) showed the CCNP and ET in their linear
terms (p < 0.05), were the factors that had the most signifi-
cant effect on the BS. All quadratic terms had a significant
effect, except MC. Only CCNP-PC and PC-MCinteractions had
a significant effect (p <0.01).

BS values ranged from 7.69 to 26 N (Table 1), values
higher when compared with those reported by Zhong y Li
(2014) (7.82 N), using films elaborated of kudzu starch with
glycerol (53 % RH) and employing casting technique only.
Figure 1(a—-c) show the combined effect of PC, MC and CCNP.
The BS increased by the effect of MC, as higher MC and BS.
MC produced protective effect (gelatinization delaying),
resulting in least damaged structures. However, the presence
of plasticizers, which are introduced inside the starch cha-
ins, probably, generate more flexible and weak structures
with lower BS (Gontard et al., 1993), furthermore, the CCNP
presence produce a plasticizing effect, though, there is an
interaction with the plasticizers generating an increase on
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Table 2. Analysis of variance for the responses of BS, D, WVP and WS of
edible films of corn starch.

Tabla 2. Andlisis de varianza para las respuestas de RR, D, PVA y SA de
peliculas comestibles de almidén de maiz.

Response R?*Adjusted (COZ ) F Value (:l:;:I) t:;l:
BS 0.82 12.10 10.38 0.0005 0.0141

D 0.98 4.86 93.39 <0.0001 0.070
WVP 0.96 7.59 43.87 <0.0001 0.064
WS 0.98 2.11 11229  <0.0001 0.487

*CV = Coefficient of Variation
BS= Breaking Strength, D= Deformation, WVP= Water Vapor Permeability,
WS= Water Solubility.

Table 3. Regression coefficients of the second-order polynomial equations
for the BS, D, WVP and WS responses of edible films of corn starch.

Tabla 3. Coeficientes de regresion de las ecuaciones polinomiales de
segundo orden para las respuestas de RR, D, PVA y SA de peliculas comesti-
bles de almidén de maiz.

BS D wvP ws
Intercept  22.204 5.4752 11.348E-12 25.191
A -1.7516**  -0.9815*** -00.695E-12 -0.401
ﬁ B -1.9046**  0.9746*** 04.088E-12*** 2.800%**
5 @ -1.1072 0.8128*** 03.718E-12%**  3.020***
D 0.7037 -0.7593*** 00.741E-12 -0.701**
A2 -1.427*% 0.7574*** 02.442E-12%**  1.289%**
',}:-; BZ -3.610%** 2.1190%*** 04.947E-12*** 4.160%**
-g C2 -2.735%%*  1.2205%** 01.635E-12** 1.695%**
D2 - 2.3731%%* 01.399E-12** 1.756***
A*B - - -02.212E-12%*  -1.532%**
A*C 2.0770%* -0.2716 02.742E-12*** 0.870**
.é A*D -1.4907 1.3304*** 01.251E-12* 0.661*
g B*C = -0.9084*** -00.589E-12 1.264%**
B*D = 1.61171%%* 02.482E-12*** 1.849%**
C*D -2.3546%*  1.9093*** 03.861E-12%**  2.9971***

* Significant at<0.05 level.

** Significant at<0.01 level.

*** Significant at<0.001 level

A= CaCO_= Calcium Carbonate Nanoparticles, B= ET= Extrusion Tempera-
ture, C= PC= Plasticizers Content, D= MC= Moisture Content.

BS values, especially when the CCNP were higher. The effect
of the plasticizers, agrees with Arvanitoyannis et al. (1996),
who tested different plasticizers in starch-based films, and
found that the BS decreased with higher plasticizers. On the
other hand, Sun et al. (2014) made corn starch edible films
with glycerol adding calcium carbonate nanoparticles. They
reported that an increment in calcium carbonate nanoparti-
cles concentration, was directly related to an increment in BS.

Figure 1(d—f) shows the temperature effect over BS.
BS increased when temperature was ~90 °C, nevertheless,
increment in temperature to ~100 °C, caused a decrease in
the BS. These changes in BS may be due to the following: at
low temperature could be present some amorphous areas
(starch areas without gelatinized), generating less stiffness
and causing weak film formation. On the other hand, with
intermediate temperatures (~90 °C), structures are opened
good enough to have an interaction with the components
producing a low resistance; though, high temperatures
increase the percent of gelatinized starch, being possible
that the structure shows damage resulting in a BS decrease
(Bhattacharya y Hanna, 1987). Yan et al. (2012) mentioned
that high temperature and strong shear promoted the plasti-
cizing efficiency and can cause the BS decrease.

Deformation (D)

The statistical analysis of the D data for EF showed a
significant regression model (R? = 0.98, CV = 4.86, p of F <
0.0001) and did not show lack-of-fit (p = 0.07) (Table 2). All
linear and quadratic terms had a significant effect (p < 0.001)
(Table 3), as well as all interactions terms (p < 0.001), with
the exception of CCNP-ET and CCNP-PC. The D values in the
present study ranged from 4.86 to 14.83 mm (Table 1), values
slightly high than those reported by Zhong y Li (2014), who
reported a value of 4.11 £ 0.02 mm in kudzu starch edible
films. Also, compared with the amilomaize EF values (11.68
mm) of Calderén-Castro et al. (2018), are slightly higher. Figu-
re 2 (a—c) shows PC, MC and CCNP combined effect, in which
can be observed that at lowest MC values, a more rigid and
less deformable EF were obtained. A low D value could kept
structures without damage. On the other hand, the presence
of plasticizers induced the formation of more flexible films,
generating an increase in D and a decrease in BS. This effect is
avoided by adding CCNP, as reported by Sun et al. (2014). Fur-
thermore, high MC and PC values, showed an increment on
D. This highest effect may be due to the interaction between
the 3 components (MC-PC-CCNP), since, all these variables
are having a plasticizing effect under these conditions.

Figure 2(d-f) shows the temperature effect on D. An
increase in D was observed, perhaps caused by damaged
structures. This damage produced fewer rigid structures and
generated greater deformation. However, a low MC and an
increased in PC, caused a decrease on D. This effect could be
attributed to the increment in PC and temperature, which
could generate structures that are physically weaker and the-
refore less deformable. These results are different than those
reported by Calderén-Castro et al. (2018), who found no
significant effect of extrusion temperature on deformation.
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Figure 2. Effects of Calcium Carbonate Nanoparticles (a-c), Extrusion Temperature (d-f), Moisture Content and Plasticizers Content (a2; b2), on Deformation

of edible films of corn starch.

Figura 2. Efecto de las Nanoparticulas de Carbonato de Calcio (a-c), la Temperatura de Extrusién (d-f), el Contenido de Humedad y Contenido de Plastifican-

tes (a,; b,), sobrela Deformacién de peliculas comestibles de almidén de maiz.

Water Vapor Permeability (WVP)

The statistical analysis of WVP data for EF showed a
significant regression model (RSM) R =0.96, CV = 7.59 and p
of F < 0.0001, and did not show lack-of-fit (p > 0.064) (Table
2). The regression coefficients of the model show (Table 3)
that only linear terms of CCNP and PC had significant effect
(p <0.001) as well as all quadratic terms (p < 0.001); regarding
interactions terms all had significant effect (p <0.001), except
CCNP-MC (p < 0.01) and ET-PC (no significant). The WVP va-
lues in the present study range from 0.87 to 3.39x 10" g m
Pa’s™m?(Table 1), which are smaller than those reported by
Younis y Zhao (2019), who reported minimum values at 3.3 x
10" g m Pa' s m? in films elaborated with pectin and chi-
tosan by the casting method. Figure 3(a—c) shows the effect
of PC, MC and CCNP, on the WVP response. It was mentioned
before that, MC has a protective effect during the extrusion
process, and it was observed that when MC is increased, it
produces structures in the starch matrix which are more
integrated and compact, reducing the WVP. Likewise, the
presence of CCNP decreases the WVP, which could be due to
the CCNP-generated polymer structure, more compact and
therefore less permeable, and this is observed especially at
low plasticizer content. Moreover, the incorporation of plas-
ticizers, causes the opening of the polymer chains structure

generating an increase in the WVP. Dash et al. (2019) evalua-
ted the effect of titanium dioxide (TiO,) nanoparticles (0.5
% - 4 %) on different properties of sweet potato starch and
lemon pectin-based EF. They found that WVP diminish with
TiO, nanoparticles increased.

Figure 3(d-f) shows the temperature effect. An
increment in temperature produce an increase of WVP. This
could be due to a major gelatinization producing molecular
disruption of starch chains, increasing the presence of short
chains of starch structures, with higher water affinity. These
results agrees with Fitch-Vargas et al. (2016) who reported
changes in macromolecular matrix with the temperature and
therefore an increase in WVP.

Wang et al. (2019) prepared corn starch bio-active EF
packaging based on zein incorporated with orange-peel oil;
they found WVP values of 2.15 t0 6.62 x 10" g m Pa” s™ m?
(0.122 to 154 mm thickness film), similar to this study, with
a difference in film thickness (0.053 + 0.005 mm). Although
permeability is independent of thickness, the permeance is
related with the performance of the film when used as pac-
kaging materials is dependent of thickness (Buso-Rios et al.,
2020), additionally, in case of EF marketed, less materials for
their elaboration will be use.
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Figure 3. Effects of Calcium Carbonate Nanoparticles (a-c), Extrusion Temperature (d-f), Moisture Content and Plasticizers Content (a2; b2), on Water Vapor

Permeability (WVP) of edible films of corn starch.

Figura 3. Efecto de las Nanoparticulas de Carbonato de Calcio (a-c), la Temperatura de Extrusién (d-f), el Contenido de Humedad y el Contenido de Plastifi-
cantes (a2; b2), sobre la Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA) de peliculas comestibles de almidén de maiz.

Water Solubility (WS)

WS showed a significant model of regression (R?=0.98,
CV =2.11, and p of F < 0.0001) and did not show lack-of-fit
(p = 0.487) (Table 2). The regression coefficients of the model
show (Table 3) that all linear terms had significant effect (p <
0.001) except CCNP (no significant), all quadratic terms had
significant effect (p < 0.001), as did all interactions terms (p
< 0.05). The WS values in the present study range from 23.97
to 43.48 % (Table 1), which are smaller than those reported
by Rostami y Esfahani (2019), who made EF with Melissa
officinalis seed gum/Montmorillonite (5 %) / curcumin. They
mentioned values higher than 45.39 % of WS and they were
alike those reported by Mehyar y Han (2004) for rice (32.0 %
soluble matter) and pea (44.4 % soluble matter) starches.

Figure 4 (a—c) shows the PC, MC and CCNP effect on
WS. Higher WS values are related to high MC values, which
could be due to the presence of more integral and compact
structures, resulting in lower WS values. However, these
values show an increase with the PC increment. The incor-
poration of these plasticizers could be generating structures
more susceptible to solubilization, although, the presence of
CCNP caused a decrease in solubility at low PC and MC. Si-
milar results were reported by Dash et al. (2019), where they
estimated WS between 24.27 to 20.92 % in edible films with
TiO, nanoparticle added.

Volumen XXIV, NUmero 3

Figure 4 (d—f) shows the temperature effect on WS. In
general, an increase in temperature produces higher solubi-
lity values, especially at high PC. This behavior agrees with
that reported by Mercier y Feillet (1975) and Calderén-Castro
etal. (2018).

Numerical Optimization

The best extrusion conditions were determined using
the numerical optimization. The aim was to determine the
best conditions of ET, CCNP, PC and MC to obtain EF with the
highest BS and D values, as well as lowest WVP and WS values.
According to the optimization results, the best process con-
ditions were: CCNP =0.77 %; ET = 84.23 °C, PC=21.18 % and
MC = 17 %. The following predicted values, corresponding to
mathematical models, were obtained: BS=20.56 N,D=11.82
mm, WVP =1.42x 10" gmPa’s'm2and WS =29.12 %.

The EF produced with optimal conditions was physi-
cochemically characterized, having the following results: BS
=1940+ 121 N,D=6.98 £ 0.73 mm, WVP = 1.77 x 10" +
8.6x10"™ gmPa’ s" m2and WS = 23.44 + 1.12 %; observing
that experimental values to BS and WVP did not showed a
significant difference (P < 0.05) regarding to the predicted
values with the mathematical models. However, D and WS
values were lower than the predicted values of the model
used experimentally. The results found in the optimal EF,
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Figure 4. Effects of Calcium Carbonate Nanoparticles (a-c), Extrusion Temperature (d-f), Moisture Content and Plasticizers Content (a2; b2), on Water Solubil-

ity (WS) of edible films of corn starch.

Figura 4. Efecto de las Nanoparticulas de Carbonato de Calcio (a-c), la Temperatura de Extrusion (d-f), el Contenido de Humedad y el Contenido de Plastifi-
cantes (a2; b2), sobre la Solubilidad en Agua (SA) de las peliculas comestibles de almidon de maiz.

showed to have a good fit with the model, finding the best
conditions of extrusion process and CCNP, ET, PC and MC in
the manufacture of EF with good mechanical and barrier
properties.

Microstructural Analysis
X-Ray Diffraction

The loss effect of organized crystalline structure by
extrusion process and casting technique on X-ray diffraction
patterns is shown in Figure 5A. The Optimum Without Pro-
cessing Mixture (OWPM) and Optimized Processing Mixture
(OPM), showed a diffraction pattern type A, which is cha-
racteristic of cereals (predominant corn starch in mixture),
and both, OWPM and OPM, with two main similar peaks,
of ~ 17.7° and ~ 22.8° values 260, respectively. These results
agree with those reported by Koo et al. (2010), who reported
values 20 of * 17.18° and ~ 22.73°; also Guimaraes et al. (2010)
reported values 20 of ~ 17.7° and = 23.3°, all of them for corn
starch. The patterns of OWPM and OPM were similar between
them, meaning that the damage in the corn starch was low
during the extrusion process. Finally, both OWPM and OPM
produced a lightly fragmentation and gelatinization of the
starch granules due to the interaction of ET, PC and MC.
Oliveira et al. (2017) found changes in diffraction patterns
caused by extrusion process from A-type in unprocessed, to

V-type in processed materials. Nevertheless, Optimized Edi-
ble Film (OEF) showed a V-type pattern with a main peak at
260 of ~ 20.7°, appearing an additional small peak at 26 ~ 30.4°
which can be related to the presence of calcium carbonate
nanoparticles as described by Takabait et al. (2016). Zhong y
Li (2014) reported that the peak 26 at #20° correspond to the
single helical crystal structure of V-type pattern, and it could
indicate the formation of amylose - glycerol complexes du-
ring processing.

Changes in X ray diffraction patterns affect relative
crystallinity in materials processed. Figure 5B shows the rela-
tive crystallinity values of the materials studied. OWPM crys-
tallinity was higher than the crystallinity of OPM, showing
that extrusion process and plasticizers contributed lightly to
starch granules fragmentation, reducing crystalline regions.
Figure (5B) also shows that the OEF registered the lowest
crystallinity value, which could be due to the casting techni-
que, where starches gelatinization is complete, considerably
reducing the crystalline regions. Furthermore, addition of
plasticizers contributed to crystallinity decrease. Oliveira et
al. (2017) studied the effect of temperature, feed moisture,
and whole grain wheat flour on extrusion process severity
and degree of starch transformation; they found that during
extrusion, loss of crystallinity is caused by mechanical disrup-
tion of the molecular bonds within the extruder, due to the
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Figure 5. (A) X-ray diffractograms and (B) Relative crystallinity of Optimized
Without Processing Mixture of Optimized Without Processing Mixture
(OWPM), Optimized Processing Mixture (OPM) and Optimized Edible Film
(OEF). Vertical bars indicate LSD=4.48 (p < 0.05).

Figura 5. (A) Difractogramas de rayos X y (B) Cristalinidad Relativa de la
Mezcla Optimizada sin Procesamiento (MOsP), Mezcla Optimizada Proce-
sada (MOP) y Pelicula Comestible Optimizada (PCO). Las barras verticales
indican LSD=4.48 (p < 0.05).

intense shear fields. Also, they found relative crystallinities
around 25-34 % in raw materials, while processed material
was 16-23 %. These results are consistent with those found in
the present work.

Scanning Electron Microscopy

Figure 6A shows the CCNP. It is possible to appreciate
spherical and semispherical forms with sizes of 26-99 nm.
Figure 6B shows the OWPM microstructure. Corn starch gra-
nules shows spherical and polygonal shapes and diameters
between 5 and 25 pum, similar to those reported by Koo et
al. (2010) and Limén-Valenzuela et al. (2017). The image (6B)
shows that the main component of the film forming mixture,
corn starch, had not changes on its native composition when
it was combined with a mixture of plasticizers; nevertheless,
it is observed that the starch granules are agglomerated,
which could be attributed to the plasticizer’s presence.

Figure 6C shows the extrusion process effect on OPM
sample. Starch granules presented an irregular shape, which
are semi-open and semimolten; which may be a consequen-
ce of the processing effect. Likewise, starch agglomeration
was observed indicating that some starch granules were
intact after processing. This result provide that the condi-
tions used (ET, PC and MC) in the extrusion process, could
be generated by partial breaking of starch granules which
allowed its fragmentation and pregelatinizing, maintaining
its thermoplastic ability for future application in film forma-

AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 20um
500kv 40 1000x _SE_ 105 0

AccV Spot Magn Det WD Exp 1 20um
3.00KkV 4.0 _1000x__SE 104 0

[Accv  SpotMagn  Det WD Exp 1 100 um

200 kV 5.0 250x BSE 136 0

Figure 6. Scanning electron micrographs of: (A) CaCO, nanoparticles (B)
Optimized Without Processing Mixture (OWPM), (C) Optimized Processing
Mixture (OPM) and (D) Optimized Edible Film (OEF).

Figura 6. Microfotografias electrénicas de barrido de: (A) Nanoparticulas de
CaCo, (B) Mezcla Optimizada sin Procesamiento (MOsP), (C) Mezcla Optimi-
zada Procesada (MOP) y (D) Pelicula Comestible Optimizada (PCO).
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tion. Aguilar-Palazuelos et al. (2007) observed that fragmen-
tation of the granular structure and partial plasticization
of the material took place during the preparation of corn
starch, fiber and glycerol pellets employing the extrusion
process; although, the pellets were suitable for its posterior
processing by injection molding. Figure 6D shows the OEF. It
is possible to observe an irregular surface with the presence
of circular and semicircular forms, which are, probably, gela-
tinized starch granules, which were not destroyed by casting
technique, probably it induces the decrement in WS values.
Furthermore, it could be appreciated the presence of disper-
se white flashes with lower intensity, which are the calcium
from CCNP embedded on this film, these brilliant points are
absent in films without CCNP (data not shown).

CONCLUSIONS

Calcium carbonate nanoparticles improved the
mechanical and barrier properties of EF, elaborated with
extrusion-casting technologies, reinforcing, and plasticizing
materials, which were enhanced by the presence of moisture
content.The optimal combination allowed us to obtain edible
films of corn starch with a mixture of plasticizers with greater
BS and D as well as lower WVP and WS values, which could
provide light fragmentation, damage and gelatinization of
the starch granules, due to the interaction of ET, PC and MC,
which were shown with X ray diffraction patterns and relative
crystallinity changes in materials OWPM, OPM and OEF. SEM
allowed to identify the size and shape of both nanoparticles
and processed materials and films.
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RESUMEN

Coryphantha durangensis es una cactacea endémica
que habita en México, en el centro del desierto Chihuahuen-
se, y esta considerada en la categoria de Proteccion Especial
por la NOM-059-SEMARNAT-2010. Una de las mayores ame-
nazas para esta especie es el cambio climético y pérdida de
idoneidad climética para su presencia, en el presente estudio
se evalué el nicho climético de C. durangensis y se modeld
la disponibilidad climatica de esta especie mediante el al-
goritmo MaxEnt bajo condiciones del clima actual y futuro.
Los resultados muestran una reduccién en las zonas geogra-
ficas que presentan condiciones climaticamente adecuadas
para la presencia de esta especie para el afo 2050 y 2070.
Sin embargo, se identificaron cuatro sitios que podrian ser
propuestos como dareas de conservacién para ésta y otras
especies que cohabitan en estas zonas.
Palabras clave: idoneidad, clima, nicho, conservacion.

ABSTRACT

Coryphantha durangensis is an endemic cactus that
lives in Mexico, at the center of the Chihuahuan desert, and
is considered a Special Protection by the NOM-059-SEMAR-
NAT-2010. Climate change and habitat loss are the greatest
threats to this species. In the present study, the climatic niche
of C. durangensis was evaluated and the habitat availability of
this species was modeled using the MaxEnt algorithm under
current climate conditions and future. The results show a
reduction in the geographical areas that present climatically
suitable conditions for the presence of this species for the
years 2050 and 2070. However, four sites were identified,
which could be proposed as potential conservation areas for
this and other species that cohabit in these zones.
Keywords: suitability, climate, niche, conservation.

INTRODUCCION

En el contexto actual de la crisis de la biodiversidad,
el impacto del cambio de uso de suelo sobre los ecosistemas
y sobre las especies y el cambio climético deben constituir
ejes centrales en la biologia de la conservacién (Rosenstock,
2011). El cambio climéatico es cualquier alteracién del clima
ocasionada por la variabilidad natural o la actividad humana
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(Ramirez-Ojeda et al., 2014) y se prevé afectara la distribucién
y presencia de especies del desierto, incluyendo las cactaceas
(Cardoza-Martinez et al., 2019). En este sentido, el analisis del
nicho es de gran relevancia para pronosticar la viabilidad
de las especies ante variaciones ambientales (Soberén vy
Nakamura, 2009), entendiendo el nicho como aquellas con-
diciones abidticas en las que una especie puede mantener
poblaciones sin aporte migratorio (Grinnell, 1917).

Actualmente se ha utilizado el modelado de nicho
ecoldgico para determinar la distribucion geogréfica de va-
rias especies, para identificar los factores ambientales que las
limitan, asi como para obtener las métricas de solapamiento,
expansion y divergencia de nichos ecolégicos (Peterson et al.,
2011; Cuervo-Robayo et al., 2017). Las técnicas de modelaje
que requieren sélo datos de presencias han sido valiosas (Pe-
terson op. cit.) y se han utilizado para modelar con diversos
algoritmos como por ejemplo MaxEnt (Phillips et al., 2005).
En este algoritmo los modelos correlativos de la distribucién
de la especie y su ambiente se han modelado con una alta
capacidad predictiva (Olden et al. 2008; Evans et al. 2013). El
algoritmo MaxEnt es utilizado para la estimacién de la densi-
dad de probabilidad, utilizando un conjunto de muestras de
una distribucién objetivo en algun espacio dado, ademas de
un conjunto de capas climaticas y restricciones conocidas en
el drea accesible de la especie en cuestién, donde se maxi-
miza la probabilidad de las muestras (Duddik et al., 2004).
El resultado seria un modelo de su nicho ecolégico, el cual
puede ser proyectado al espacio geogréfico para generar un
mapa que represente la distribucién potencial, este modelo
asimismo puede ser proyectado bajo escenarios de cambio
climatico (PNUD, 2017).

Coryphantha durangensis es una cactacea endémica
del estado de Durango y Coahuila, inventariada como pre-
ocupacion menor dentro de la lista roja de la UICN (Ditch et
al, 2017) e inventariada como sujeta a Protecciéon Especial
(Pr) dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010. Ante el cambio
climatico global, la comprensién de cdmo la idoneidad cli-
matica de una especie se pierde o se adapta a los entornos
climaticos cambiantes es de gran relevancia para la detec-
cion temprana de especies vulnerables a estas variaciones
ambientales (Hernandez-Lambrano et al., 2016). Con relacién
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a esto, es importante implementar metodologias que per-
mitan cuantificar los cambios y diferencias de los nichos de
las especies, tanto en el contexto climatico como en su dis-
tribucion geografica, esto con la finalidad de medir el grado
de vulnerabilidad del nicho climatico de las especies ante
las variaciones ambientales, ya sea derivadas del cambio
climatico global o perturbacién antropogénica del habitat
(Broennimann etal., 2012).

Actualmente, no existen estudios sobre el efecto que
tendra el cambio climatico global en el nicho climatico de C.
durangensis. En este trabajo se evalué la ocupacion del nicho
para esta especie, dentro de su area de distribucién, y se ana-
lizé la disponibilidad climatica bajo diferentes escenarios de
cambio climatico proyectados al futuro, esto con la finalidad
de estimar los aumentos o las pérdidas de sitios con condi-
ciones climaticas adecuadas para la presencia de la especie
en estudio. Con la informacion generada se podra fortalecer
las estrategias de conservacion de C. durangentsis.

METODOLOGIA
Datos de presencia

Se recopilaron registros de ocurrencias de la especie
C. durangensis en toda su area de distribucién conocida por
medio de tres vias, 1) bases de datos disponibles en Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, http://www.gbif.org),
2) bases de datos de la Unién Internacional para la Conser-
vacion de la Naturaleza (UICN; http://www.iucnredlist.org) y
3) datos de campo obtenidos por los autores. Fueron elimi-
nados los registros redundantes y aquellos que presentaran
poca confiabilidad, que no estuvieran dentro de la distribu-
cién conocida de la especie, obteniendo una base final de 28
datos (Figura 1).

Calibracion del area M

Para elegir la extension del drea de estudio a modelar
o area M, en el programa R Project (R version 3.1.3, R-Core-
Team 2015) y utilizando la libreria Wallace (Kass et al., 2018), se
definié el rango geogréfico de estudio. Se tomé en conside-
racion que este incluyera a todos los registros geograficos de
presencia dentro de un poligono de 0.5 grados de extension.
De acuerdo a Cuervo-Robayo op. cit., a esta area calibrada
con base a los puntos de presencia se le puede considerar
como el drea M, area de accesibilidad o movilidad y que para
Barve et al. (2011) corresponde a una hipétesis sobre el area
en la cual la especie tiene o ha tenido acceso para disper-
sarse. Asimismo, la identificacion del area M se fundamenta
en la premisa de que restringir las dreas de entrenamiento
y transferencia de una especie a un acceso tedéricamente
accesible mejora en gran medida el rendimiento del modelo
(Cooper y Soberdn, 2017).

Posteriormente, a través de esta misma libreria, Wa-
llace (Kass et al., 2018), se extrajeron las 19 capas del clima
actual recortadas de acuerdo al drea M identificada previa-
mente. Estas capas climaticas contienen la informacién de
las condiciones ambientales registradas desde 1970-2000
con una resolucién espacial de 30 arc-segundos de grado,
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Figura 1. Mapa del 4rea de estudio y localidades de C. durangensis.
Figure 1. Map of the study area and localities of C. durangensis.

disponibles en la plataforma de WorldClim (Fick y Hijmans,
2017.).

Seleccion de variables climaticas. Para la seleccién de
las variables ambientales se realizé un andlisis de correlacién
bivariada a través de NicheToolBox (Osorio et al., 2016), esta
es una aplicaciéon que cuenta con herramientas para visua-
lizar y analizar el nicho (Osorio op. cit.). Para el andlisis de
correlacion primero se agreg6 informacidn de las 19 varia-
bles ambientales del clima actual a los puntos de presencia
de la especie y posteriormente se evalué la relacién entre las
variables a través del analisis de correlacidon de Pearson. Este
procedimiento permitié eliminar las variables que se encon-
traron correlacionadas (r > 0.85), lo cual disminuye la colinea-
lidad entre variables reduciendo la informacién redundante
(Guizado-Rodriguez et al., 2012). Las variables seleccionadas
fueron: Estacionalidad de la temperatura (bio4), Temperatura
maxima del mes mas calido (bio5), Temperatura minima del
mes mas frio (bio6), Precipitacion del mes mas seco (bio14),
Estacionalidad de la Precipitacién (bio15), Precipitacion del
trimestre mas humedo (bio16) y Precipitacion del trimestre
mas seco (bio17).

Traslape de nicho climatico

Para este analisis, el area de distribucion de C. duran-
gensis se clasifico en dos zonas de ocupacién. La zona A con-
sidera a las poblaciones ubicadas en el estado de Durango,
mientras que la zona B considera a las poblaciones ubicadas
en el estado de Coahuila. Posteriormente, para determinar la
equivalencia y similitud de nicho climatico entre las dos zo-
nas ocupadas por C. durangensis, con las variables retenidas
en el andlisis de correlacion bivariante, en el programa R Pro-
ject a través de la libreria ecospat (Broennimann et al. (2018)
se desarrollé un anadlisis de componentes principales (PCA)
desde el enfoque propuesto por Broennimann et al. (2012).
Este método compara condiciones climaticas disponibles
para una especie dentro de un rango geografico, determina-
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do a partir de sus ocurrencias observadas, y calcula el espacio
climatico disponible definido por los dos primeros ejes del
PCA, ademas de corregir el sesgo de muestreo utilizando una
funcién de densidad suavizada de Kernel (Broennimann et
al., 2012).

El traslape de nicho entre las dos zonas ocupadas por
la especie se calculé utilizando la métrica D de Schoener, que
varia de 0 (sin superposicién entre nichos) a 1 (superposicion
completa) (Schoener, 1970). Las pruebas de equivalencia y
similitud de nicho se realizaron siguiendo la metodologia
propuesta por Broennimann op. cit. La prueba de equiva-
lencia determina si los nichos de dos rangos geograficos son
equivalentes (i. e. si la superposicién de nicho es constante
al reasignar aleatoriamente las ocurrencias de ambos nichos
entre los dos rangos), para lo cual todas las ocurrencias se
agrupan y se dividen aleatoriamente en dos conjuntos de
datos, manteniendo el nimero de ocurrencias, como en los
conjuntos de datos originales. Dicho proceso se repite 100
veces, esto para garantizar que la hipétesis nula pueda re-
chazarse con confianza; si el valor observado de D cae dentro
de la densidad del 95% de los valores simulados, la hipotesis
nula de equivalencia de nicho no puede ser rechazada.

Por otra parte, la prueba de similitud examina si la
superposicion entre nichos observados en dos rangos es
diferente de la superposicién entre el nicho observado en un
rango y los nichos seleccionados al azar del otro rango. Dicha
prueba también se basa en 100 repeticiones, si la superposi-
cion observada es superior al 95% de los valores simulados
la especie ocuparé entornos en sus dos rangos que son mas
similares entre si de lo esperado al azar.

Modelado de nicho ecolégico

Para modelar el nicho de C. durangensis se utiliz6 el
algoritmo MaxEnt 3.3.3k (Philips op. cit.), el cual genera un
gradiente de idoneidad climatica que va de 0 (baja disponi-
bilidad) a 1 (alta disponibilidad) (Elith et al., 2011). MaxEnt
es reconocido como uno de los algoritmos mas robustos
para realizar los modelos de nicho ecolégico, porque puede
ajustarlos a partir de un nimero reducido de datos; ademas,
requiere Unicamente informacion sobre la presencia de la
especie y ha mostrado un buen desempeino en una amplia
variedad de especies y regiones (Ballesteros-Barrera et al.,
2017).

Los parametros de calibracion utilizados para obtener
dichos modelos fueron el multiplicador de regularizacion
(regularization multiplier) = 1, el nimero maximo de puntos
de fondo (maximum number of background points) = 10000,
el limite de convergencia (convergence limit) = 0.00001 y
el nimero maximo de repeticiones (maximum iterations)
= 500. Otros parametros fueron retenidos con sus valores
por defecto. Los puntos de fondo fueron creados con 10000
puntos aleatorios, generados automéaticamente por MaxEnt.
Se eliminaron los registros duplicados de presencia por cada
pixel y el formato de la grilla de salida se establecié como for-
mato “logistico”. Se utilizaron 100 réplicas para cada modelo
o hasta llegar al limite de convergencia. Se trabajé con un

Betamultiplayer de 1, como lo aconseja Pearson et al. (2007),
pues se trabajé con pocos puntos y a una escala local.

Se utilizaron las tres técnicas de remuestreo dispo-
nibles en MaxEnt: subsampling, crossvalidation y boots-
trapping con 30% de prueba y 70% de entrenamiento.
Posteriormente, los resultados se evaluaron considerando
el area bajo la curva (AUC), donde el boostrapping presento
los valores mas altos de AUC en sus modelos y gréficas de
omision. Se utilizé el umbral empirico calculado por MaxEnt:
Minimum training presence de cada modelo, para minimizar
los errores de omisién y comisién, generando asi los mapas
de presencia-ausencia (Urbani et al., 2017).

La informacion obtenida de los modelos calibrados
para el area M de la especie en estudio fue proyectada consi-
derando las variables ambientales retenidas en el andlisis de
correlacion bivariada. Asimismo, esta calibracién fue proyec-
tada a los escenarios de cambio climéatico propuestos para
los afos 2050 (2041-2060) y 2070 (2061-2080), considerando
la concentracion de gases de efecto invernadero RCP 8.5;
correspondiente a los Modelos de circulacién Global CCSM4
de datos IPPC5 (CMIP5) a 30 arcosegundos de resolucion
(Becerra-Lopez, et al., 2020). El Modelo del Sistema Climatico
Comunitario (CCSM), hoy referido al modelo CESM1, es un
modelo climatico acoplado para simular el sistema climatico
de la Tierra. Estd compuesto por cuatro modelos separados
simulando a la vez la atmosfera terrestre, el océano, la super-
ficie terrestre y el hielo marino, y un componente acoplador
central. El CCSM permite llevar a cabo investigaciones funda-
mentales sobre los estados climaticos del pasado, presente
y futuro de la Tierra (http://www.cesm.ucar.edu/models/
ccsm4.0/). Para determinar la precision de los modelos, en
diferentes épocas, se tomd como referencia el AUC.

La importancia de cada variable bioclimatica en la dis-
tribucién observada de C. durangensis se evalué de acuerdo
a la importancia relativa de cada variable, la cual se obtuvo
sumando el porcentaje de aporte (PC) y la importancia de la
permutacién (IP), evaluado por MaxEnt, y el resultado se di-
vidié entre dos (contribucién promedio (PC + IP)/2) (Anadén
etal., 2015).

Como ultimo paso, se midié la idoneidad climatica
dentro del Area M en las condiciones climéticas actuales y fu-
turas. También, se identifico la vulnerabilidad de la idoneidad
climéatica de C. durangensis al cambio climético, utilizando el
siguiente analisis de tasa de cambio: % de cambio = [(S1-50)
/S01* 100, donde SO es la superficie total del area de estudio,
segun el escenario base, y S1 es la superficie total ocupada
en el drea de estudio bajo condiciones de cambio (Gutiérrez
y Trejo, 2014).

RESULTADOS
Traslape de nicho climatico

En andlisis de equivalencia entre la zona A y zona B
con presencia de C. durangensis muestra un estadistico D
= 0.033 y un valor de p > 0.05 (Figura 2). Por otra parte, el
andlisis de similitud de dos colas indica que al comparar la
zona A con zona B, el estadistico D presenta un valor de 0.033
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Figura 2. En el panel superior se muestran las graficas del andlisis de equi-
valencia de nicho (A) y la prueba de similitud de ambos nichos ecolégicos
(By C) en ambos sentidos. En el panel inferior se muestran las figuras Dy

E, las cuales corresponden al andlisis de densidad suavizada de Kernel que
cuantifica el solapamiento del nicho ecoldgico. La linea punteada represen-
ta el 50%y la linea continua representa el 100% de la densidad.

Figure 2. The upper panel shows the graphs of niche equivalence analysis
(A) and the similarity test of both ecological niches (B and C) in both direc-
tions. The lower panel shows figures D and E, which correspond to Kernel’s
smoothed density analysis that quantifies the ecological niche overlap. The
dotted line represents 50% and the solid line represents 100% density.

y un valor P de 0.0198, mientras que al comparar la zona B
con zona A, la similitud del estadistico D presenta un valor de
0.033 y un valor P de 0.0796 (Figura 2).

Modelado de nicho ecolégico. Tanto para los modelos
de nicho del clima actual como para los escenarios climaticos
futuros, los valores del AUC fueron mayores oigualesa 0.95, lo
que indica que los modelos presentan un buen rendimiento.

De acuerdo a los resultados de MaxEnt, bajo condi-
ciones del clima actual las variables bio4, bio15 y bio16 son
las que mayor contribucién presentan en la generacion de
zonas climaticamente idéneas para la presencia de C. duran-
gensis. En el modelo generado para el afo 2050, las variables
que mayor contribucion presentaron fueron elevacion, bio4
y bio16. Mientras que para el modelo generado para el afo
2070, las variables de mayor contribucién fueron bio15,
elevacion y bio16. El resto de las variables no presenté una
contribucion relevante en la identificacion de zonas climati-
camente adecuadas para la especie (Tabla 1).

La idoneidad climatica para la especie en estudio
indica un area de 5316.912 km? bajo condiciones del clima
actual. Sin embargo, las proyecciones realizadas para el afio
2050 y 2070 sugieren que la idoneidad climatica de esta
especie podra disminuir a 2299.013 km? y 802.499 km?, res-
pectivamente (Tabla 2). Estos resultados indican que entre
el ano 2050 y 2070 podria ocurrir una pérdida de idoneidad
climatica para la especie en estudio de entre el 56.7 % y
84.9 %, respectivamente. Sin embargo, la inspeccién de las
areas de cambio muestra que las zonas llamadas Sierra de
Lerdo, El Realito, Sierra de Viesca y Sierra de Parras presentan
condiciones climaticamente adecuadas para la presencia de
C. durangensis, que se mantienen a través de los diferentes
escenarios climaticos utilizados en este estudio (Figura. 3).
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Tabla 1. Se muestran las variables que mayor contribucién presentaron

en la generacion de los modelos de nicho climéatico bajo condiciones del
clima actual y futuro (2050 y 2070). Estacionalidad de la temperatura (bio4),
Estacionalidad de la precipitacion (bio15), Precipitacion del trimestre mas
humedo (bio16) y elevacion (ELEV).

Table 1. Variables that presented the greatest contribution in the genera-
tion of climate niche models under current and future climate conditions
(2050 and 2070) are shown. Seasonal Temperature (bio4), Seasonal Precip-
itation (bio15), Precipitation of wettest quarter (bio16), and the elevation

(ELEV).

PRESENTE
Variable Contribucién Permutacion Promedio
bio16 28.6 57.3 42.95
bio4 21.6 5.1 13.35
bio15 19.6 22.7 21.15
FUTURO 2050
Variable Contribucién Permutacion Promedio
ELEV 44.7 19.9 323
bio4 284 19.1 23.75
bio16 9.0 48.9 28.95
FUTURO 2070
Variable Contribucion Permutacion Promedio
ELEV 39.4 23 20.85
bio16 17.2 54.5 35.85
bio15 11.3 11.3 11.3

Tabla 2. Cambios en la superficie de disponibilidad climatica de los mode-
los de nicho de Coryphantha durangensis para el afo 2050 y 2070 a través
del escenario climatico RCP 8.5, superficie medida en Km?2.

Table 2. Changes in the climatic availability area of the niche models of
Coryphantha durangensis for the year 2050 and 2070 through the RCP 8.5
climate scenario, area measured in Km?.

Modelo Area en Km? Cambio en %
Presente 5316.912 0
Futuro 2050 2299.013 -56.76
Futuro 2070 802.499 -84.90
DISCUSION

El analisis de equivalencia entre la zona Ay zona B con
presencia de C. durangensis muestra un estadistico D = 0.033,
p > 0.05. Al respecto, Warren et al. (2008) plantea que la hi-
potesis nula de equivalencia, la cual indica para nuestro caso
de estudio que las zonas ocupadas por C. durangensis no son
ecolégicamente distintas, se aceptard siempre y cuando el
valor de significancia obtenido durante este analisis sea supe-
rior a 0.05. En contraste, si el valor de significancia obtenido
es menor a 0.05 se rechazarad la hipétesis nula y se aceptara
la hipétesis alterna. Con base en lo mencionado, nuestros
resultados sugieren que entre las dos zonas con presencia de
C. durangensis no existe una equivalencia climatica.

Por otra parte, los resultados del analisis de similitud
muestran valores de significancia de 0.0198 al comparar la
zona A con la zona B y una significancia de 0.0796 al compa-
rar la zona B con la zona A. Al respecto, Broennimann et al.
(2012) mencionan que la similitud de nicho se refiere a como
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Figura 3. A = modelo clima actual (1960-1990); B = modelo del futuro 2050
(2041-2060); C = modelo del futuro 2070 (2061-2080). Los circulos negros
representan zonas donde permanecen areas de maxima idoneidad y po-
drian considerarse para posibles dreas de conservacion de esta especie: 1.
Sierra de Lerdo, 2. El Realito, 3. Sierra de Viesca y 4. Sierra de Parras.

Figure 3. A = current climate model (1960-1990); B = climate model projec-
tion for 2050 (2041-2060); C = climate model projection for 2070 (2061-
2080). Black circles represent zones with remaining areas of maximum
suitability which could be considered for possible conservation areas for
this species: 1. Sierra de Lerdo, 2. El Realito, 3. Sierra de Viesca and 4. Sierra
de Parras.

el entorno climatico de un rango geografico ocupado por
una especie predice a otro rango geografico ocupado por
la especie, esto mejor de lo que se esperaria por azar bajo
un modelo nulo especifico. Esta prueba de similitud es muy
estricta ya que considera que dos rangos geograficos ocupa-
dos por la especie serdn similares solo si la prueba presenta
valores estadisticos significativos en ambas direcciones.
Bajo este criterio, los resultados de la prueba de similitud
permiten rechazar la hipétesis nula de similitud climatica
propuesta por Broennimann et al. (2012). Por lo que es posi-
ble sefalar que las dos zonas con presencia de C. durangensis
no son climaticamente similares, en consecuencia es posible
mencionar que estd ocupando dos zonas climaticamente
distintas.

En este sentido, se ha mencionado que la ocupacién
de diferentes nichos por una especie podra tener importan-
tes implicaciones para el entendimiento de su vulnerabilidad
ante los efectos del cambio climatico (Wiens et al., 2005).
Se ha senalado que aquellas especies que son capaces de
ocupar entornos ambientales contrastantes podran verse
menos afectadas por la variacion local en la disponibilidad
de recursos y las condiciones ambientales, porque pueden
persistir en varios tipos de habitats (Brown, 1984). En conse-
cuencia, bajo esta perspectiva, se esperaria que las especies
con nichos mas amplios puedan ser menos vulnerables a la
variacién ambiental abrupta bajo el cambio climatico antro-
pogénico (Johnson, 1998).

Por otra parte, existe evidencia sustancial que respal-
da la teoria de que las especies endémicas y con limitada
capacidad de dispersion o distribucion fragmentada son mas
propensas a la extincion (Thomas et al., 2004; Malcolm et al.,
2006). Asimismo, se ha reportado que los nichos reducidos
impulsan el riesgo de extincion de una especie ante las
variaciones del cambio climatico; por ejemplo, esto se ha
demostrado en peces (Munday, 2004), murciélagos (Boyles y
Storm, 2007), aves (Seoane y Carrascal, 2008), anfibios (Botts
etal., 2013) y plantas (Ozinga et al., 2013).

Con relacién a lo anterior, la hip6étesis que sugiere que
aquellas especies que ocupan diferentes nichos son menos
vulnerables a las variaciones climaticas ha sido planteada,
en la mayoria de los casos, para especies que presentan una
amplia distribucion geogréfica (Baltzer et al., 2007). Por lo
que surge la pregunta de si jEsta hipotesis puede ser aplica-
da en aquellas especies de distribucion restringida pero que
ocupan zonas climaticas no similares? Al respecto, los resul-
tados obtenidos en el presente estudio para C. durangensis
indican que la disponibilidad de habitat proyectada para el
ano 2050 podra disminuir un 56.7 % y para el 2070 se estima
una reduccién de un 84.9 %. Estas evidencias sugieren que
la ocupacion de dos nichos por una misma especie puede
ocurrir tanto en especies con amplia distribuciéon, como en
aquellas especies con distribucion restringida. Sin embargo,
en nuestro caso de estudio, la ocupacion de mas de un nicho
climdtico en una especie con distribuciéon restringida no
disminuye el riesgo de extincién ante las variaciones ambien-
tales ocasionadas por el cambio climético.
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Por otra parte, se ha mencionado que las zonas geo-
gréficas que mantienen condiciones ambientales 6ptimas
para una especie (bajo diferentes escenarios de cambio
climatico) pueden ser consideradas como areas prioritarias
para su conservacién (Becerra-Lopez etal., 2017). Al respecto,
los modelos de idoneidad climatica generados en este estu-
dio, indican que las zonas identificadas como El Realito (Du-
rango), Sierra de Lerdo (Durango), Sierra de Parras (Coahuila)
y Sierra de Viesca (Coahuila) mantendran la idoneidad de
climatica 6éptima en cuanto a las variables Estacionalidad de
la temperatura, Estacionalidad de la Precipitacién y Precipi-
tacion del trimestre mas humedo, para la presencia de C. du-
rangensis a través de las variaciones climaticas proyectadas
para esta zona geografica a largo plazo, por lo cual, pueden
ser consideradas como sitios prioritarios para la conservacion
de C. durangensis.

CONCLUSIONES

En conclusidn, se sugiere que independientemente
de que C. durangensis pueda estar utilizando dos entornos
climéticos distintos dentro de su area de distribucion actual,
este no es un factor que le permita disminuir su vulnera-
bilidad ante las variaciones ambientales generadas por el
cambio climatico global. Ante esto, es necesario promover la
conservacion y proteccién de aquellos entornos geograficos
que mantendran las condiciones climaticas 6ptimas para la
persistencia de esta especie en el futuro.
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RESUMEN

México se encuentra en el décimo lugar a nivel mun-
dial en la produccién de tomate. La Comarca Lagunera tiene
un rol importante en las exportaciones principalmente a
Estados Unidos de América. Debido a la importancia econ6-
mica y social en la region, el objetivo del presente estudio
consistié en determinar los indicadores de productividad
del agua, suelo, mano de obra y capital, lo que apoyara al
productor a tomar mejores decisiones. Para realizar el estu-
dio se seleccionaron mediante muestreo sistematico cinco
unidades de produccién bajo malla sombra que ocuparon el
50 % de la superficie total sembrada y por medio de una en-
cuesta se obtuvo la informacién necesaria. Se encontré que
el valor promedio de rendimiento fue de 11.9 kg de tomate
por metro cuadrado; 54.3 kg de tomate por metro cubico
de agua, y de 61.9y 99.7 pesos los ingresos netos obtenidos
por metro cuadrado de superficie y metro cubico de agua,
respectivamente. Los mayores valores fueron registrados por
las unidades de produccién de mayor tamafo, concluyendo
que este comportamiento obedece a la mayor economia de
escala y mayor cuidado con que se maneja el cultivo.
Palabras Clave: Solanum lycopersicum; rendimiento; econo-
mia; productividad; agua; suelo y recurso capital.

ABSTRACT

Mexico is in the tenth place in worldwide tomato
production. The Comarca Lagunera has an important role in
exports, mainly to the United States of America and allocated
an area for cultivation of 984 ha under shade mesh with a
production of 138,036 t. Due to the economic and social
importance in the region, the objective of this study was to
determine the productivity indicators of water, soil, labor,
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and capital, which will support the producer to make better
decisions. To carry out the study, five production units under
shade mesh were selected through systematic sampling,
which occupied 50 % of the total planted area, and the neces-
sary information was obtained through a survey. It was found
that the average yield value was 11.9 kg of tomato per square
meter; 54.3 kg of tomato per cubic meter of water, and 61.9
and 99.7 pesos for the net income obtained per square meter
of surface and cubic meter of water, respectively. The highest
values were recorded by the largest production units, conclu-
ding that this behavior is due to the greater economy of scale
and greater care with which the crop is managed.
Keywords: Solanum lycopersicum; performance; economy;
productivity; water; land and capital resource.

INTRODUCCION

En México, la produccién de tomate (Solanum lycoper-
sicum) crecié a una tasa promedio anual de 4.8 % entre 2006
y 2016, para ubicarse en un maximo histérico de 3.3 millones
de t. Durante ese periodo, la superficie total destinada a este
cultivo disminuy6 a una tasa promedio anual de 2.5 %. Por el
contrario, la superficie establecida con agricultura protegida
(AP), malla sombra e invernadero, crecieron a una tasa pro-
medio anual de 30.1 %. Asi, el volumen de tomate obtenido
con el uso de estas tecnologias pasé del 6.5 % en 2006 a 32.2
% en 2010, y 60.7 % del volumen total en 2016 (FIRA, 2017).
El cultivo de tomate en AP representa 70 % de la superficie
cultivada (INEGI, 2018).

México a nivel mundial se encuentra en la posicion
nuimero 10 con una participacion de 87,918 ha cosechadas
de tomate y con una produccién de 4,271,914 t (FAOSTAT,
2021). De acuerdo con el SIAP (2020) el tomate es la principal
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hortaliza que se exporta. Para el aflo 2020 en la Comarca
Lagunera, ubicada en el norte-centro de México, se cosecha-
ron 984 ha con una produccién de 138,036 t de las cuales
el sistema predominante fue agricultura protegida con malla
sombra (SIAP, 2020).

Levitan y Werneke (1984), mencionan que la tecno-
logia y la educacién permiten generar diferencias en la pro-
ductividad a través del tiempo y que la caracterizacién tec-
nolégica de la producciéon de tomate permitird comprender
la dindmica y funcionamiento del cultivo en el contexto de
su desarrollo, evolucién y cambio con la finalidad de lograr
planes y programas para grupos con caracteristicas similares
(Valerio et al., 2004).

La AP es un sistema de produccién desarrollado con
fines de proporcionar a las plantas las condiciones ideales
para su desarrollo, y con ello expresen el maximo potencial
productivo (Vargas-Canales et al., 2018). De igual forma, es
posible manejar las condiciones ambientales (temperatura,
humedad relativa, nutricién, agua, luz, etcétera) y algunos
otros riesgos (plagas y enfermedades) para el mejor desarro-
llo de los cultivos (Jasso et al., 2012; Marjorie et al., 2017). AP
es el término utilizado para describir una serie de técnicas de
cultivo que controlan total o parcialmente el microclima que
rodea al cuerpo de la planta de acuerdo con las necesidades
de la especie durante su periodo de crecimiento. La AP en
México se ha desarrollado como una estrategia para reducir
emisiones contaminantes que contribuyen al calentamiento
global; estrategia que se ajusta a recomendaciones de la
FAO sobre la intensificacion sostenible de la produccion
agricola (Pratt y Ortega, 2019), cuyo propdsito de este siste-
ma de produccidn se centra en incrementar y mantener la
productividad en cantidad, calidad y oportunidad comercial
(Castaneda et al., 2007; Moreno et al., 2011). Una estrategia
que se lleva a cabo en la AP es utilizando la malla sombra que
sirve para proteger cultivos, hortalizas y areas recreativas de
las inclemencias solares; los materiales con que estan desa-
rrolladas las mallas, son de materiales que ayudaran al res-
guardoy cuidado de plantas; ademas, de poder ahorrar agua
y energia. Esta tela repele los rayos del sol, evitan cambios
inesperados de temperatura para las plantas y mantienen la
humedad ideal entre el suelo y la tela, la cual propiciara el
crecimiento saludable de tus cultivos. Estdn hechas de po-
lietileno, polipropileno, poliéster y en algunos casos tienen
algun tratamiento aluminizado debajo de la tela. Los porcen-
tajes de sombra que usualmente son utilizados van desde un
35 % hasta un 95 %.

La productividad es considerada como la forma de
utilizar los factores de produccion en la generacién de bie-
nes y servicios para obtener beneficios y se resume como
el cociente entre los productos generados y los insumos
productivos empleados, y la productividad en malla sombra
puede aumentar a través de la incorporacién de mejores
tecnologias (Diaz, et al., 2018; Fontalvo-Herrera et al., 2018).

Para México es muy importante evaluar estos indi-
cadores ya que es el principal exportador de tomate a nivel
mundial; en el 2016 contribuyé con el 25.11 % del valor de las

exportaciones mundiales, cubriendo el 90.67 % de las impor-
taciones de Estados Unidos de Norte América y 65.31 % de
Canada (SAGARPA, 2017). Asimismo, por que existen factores
hidricos y edaficos que juegan un papel preponderante en la
productividad de los cultivos horticolas, como lo es para el
caso de tomate, bajo condiciones de AP (Fontalvo-Herrera et
al., 2018; Diaz et al., 2018).

Por todo lo anterior, los objetivos del presente
trabajo fueron: a) evaluar la productividad de los recursos
agua, suelo y capital utilizado en la produccién de tomate
bajo malla sombra a diferentes tamafos de superficie en
la Comarca Lagunera, estableciendo como hipétesis que a
mayor superficie establecida con malla sombra se obtienen
mayores niveles de productividad de los recursos agua, suelo
y rentabilidad por la economia de escala a que se practica el
cultivo y, b) determinar el destino y precio de la produccién
de tomate cultivado en la Comarca Lagunera.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La zona de estudio fue la Comarca Lagunera, ubicada
en el centro-norte de México, considerada como una zona
agricola e industrial localizada entre los meridianos 102°
50"y 103° 40’ longitud Oeste, y los paralelos 25° 25" y 26°
30’ latitud Norte; en los estados de Durango y Coahuila. El
clima de esta zona, segun la clasificacion de Képpen modi-
ficada por Enriqueta Garcia, corresponde a BWhw” (e”), que
se caracteriza por ser muy seco o desértico, semi calido con
invierno fresco, con una temperatura media anual entre 18 y
22 °C, y del mes mas frio menor a 18 °C, con una precipitacion
media de 250 mm y una evaporacién potencial del orden de
2,500 mm anuales.

Seleccion de productores y auscultacién

Para realizar el estudio se obtuvo el padrén de pro-
ductores de tomate en las oficinas del Sistema Producto
Tomate, integrado por nueve productores con malla sombra.
Con base a este padrén se eligieron por muestreo sistemati-
co cinco unidades de produccién donde estan representadas
todas las unidades de producciéon con tamanos diferen-
ciados de superficie donde (i) = N/n = 9/5 = 1.8, es decir se
selecciond un productor de cada dos productores, ubicados
en cuatro municipios, dos del estado de Coahuila (Matamo-
ros, localizado en el suroeste del estado, en las coordenadas
103°13 ‘42" longitud oeste y 25° 31 ‘41" latitud norte, a una
altura de 1,100 metros sobre el nivel del mar) y Francisco I.
Madero (localizado en el suroeste del estado, en las coorde-
nadas 103°16 ‘23" longitud oeste y 25°46 ‘31" latitud norte,
a una altura de 1,100 msnm y dos del estado de Durango:
Gomez Palacio (ubicado en la zona noreste del estado entre
las coordenadas geogréficas son 25° 32" - 25° 54’ de latitud
norte y 103° 19'- 103° 42 de longitud oeste y Tlahualilo (se
encuentra al nordeste del estado en las coordenadas 26° 06’
12" de latitud norte y 103° 26’ 26" longitud oeste, a una altura
de 1,095 msnm), cuya superficie representd el 50 % de las
984 ha sembradas con tomate este afio (SADER, 2022).
)
\35(_2
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Los datos se obtuvieron de un cuestionario integrado
por preguntas contestadas por las personas responsables de
cada unidad de produccién bajo malla sombra y por los téc-
nicos de éstas; la primera parte capto datos de identificacion
del informante; la segunda, aspectos técnicos del cultivo,
densidad y fecha de siembra, variedades, rendimientos,
superficie, insumos y cantidades utilizadas en la siembra y
desarrollo del cultivo, incluidos productos para control fito-
sanitario y nutricion del cultivo; y la tercera, mano de obra
utilizada; costos de produccién; precios de venta, destino de
la produccién, asistencia técnica y nivel de certificacion de su
unidad agricola.

Analisis de la auscultacion

Revisada la informacién de los cuestionarios se
procedié a su captura, utilizando para ello el Programa Mi-
crosoft Excel donde se calcularon frecuencias, promedios,
volimenes, costos totales, ingresos netos, porcentajes de
produccion destinados al consumo interno y externo, etc.,
determinandose para cada unidad agricola y el promedio de
los indicadores de eficiencia en el uso de los recursos suelo,
agua, capital (rentabilidad), habiéndose hecho el andlisis
comparativo correspondiente entre estas. La productividad
del suelo y el agua se calcularon tomando en cuenta los ren-
dimientos obtenidos divididos entre la superficie ocupada
por la malla sombra y el volumen de agua utilizado durante
el ciclo del cultivo. La rentabilidad del uso de dichos recursos
y el recurso mano de obra (jornal utilizado) se estimé divi-
diendo los beneficios netos totales alcanzados por la venta
del tomate de la unidad de produccién, entre la superficie,
el volumen de agua y los jornales utilizados por unidad de
superficie.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aspectos técnicos
Tamaiio de la unidad de produccién

El valor minimo y maximo registrado para el tamafo
de superficie sembrada con malla sombra del cultivo de
tomate en la Comarca Lagunera, oscilé entre seis y 230 ha
respectivamente, encontrandose un tamafo promedio
de 98.9 ha. La situacion encontrada en la zona difiere a la
prevalente a nivel nacional, donde el 86 % las unidades de
produccion de tomate son inferiores a 0.5 hectareas; el 11.5
%, de 0.51 a 5,y el 2.5% tienen mds de 5 ha, lo que limita su
acceso a la tecnologia, la capacitacion y la asistencia técnica,
asi como a una mayor penetracién en los mercados mas exi-
gentes (Ponce, 2019). Con lo anterior, contar con unidades de
produccion de mayor tamafio como es el caso de la zona de
estudio, permitiria introducir tecnologias eficientes en el uso
de agua, mejor aprovechamiento de nutrientes aplicados
por medio del sistema de riego, mayor protecciéon contra
plagas y eventos climaticos como granizos, y mejor calidad
de producto. Sin embargo, el costo de produccién bajo malla
sombra resulta muy elevado, por lo que requiere mayor in-
version, capacitacién de la mano de obra y asistencia para el
manejo del proceso productivo.

Rendimiento por hectarea

El rendimiento de tomate promedio alcanzado fue de
120.8 t ha'; el valor mas alto lo registré la unidad agricola
de mayor tamano con 170 t ha”y el menor rendimiento la
unidad de menor tamano, con 90 t ha'. Estos valores estan
por encima del registrado a nivel nacional para el cultivo en
general, que son de 48.6 t ha™, lo que demuestra las bonda-
des del sistema de produccién bajo malla sombra (Diaz et al.,
2018; Fontalvo-Herrera et al., 2018) y de aquellos producidos
en el estado de Jalisco acorde a Cih-Dzul et al. (2011).

Densidad de planta por unidad de superficie

Esta variable oscil6 entre 23 y 33 mil plantas de tomate
por hectérea, es decir, 2.3 a 3.3 plantas por metro cuadrado,
registrandose un valor promedio de 27,400 plantas; la unidad
agricola de menor tamano (6 ha) fue la que utilizd la menor
densidad de todas y la que empled la mayor densidad de
plantas fue la unidad agricola de mayor tamano. Al respecto,
Alvarado (2014), indica que la densidad de plantacién bajo
malla sombra va de 20 a 30 mil plantas por hectarea y Jasso
et al. (2012) sefalan que puede variar en funcién del hibrido
o variedad, pero puede alcanzar hasta 31, 250 plantas.

Produccion de tomate por metro cuadrado de superficie

Los kg obtenidos por m? oscilaron entre los 7.5y 17
kg; el valor mas bajo correspondié a la unidad agricola de
menor tamafio y mas alto a la de mayor tamano. El valor pro-
medio encontrado para este elemento fue de 11.9 kg/m? Es
pertinente aclarar que dicho valor cambia segun la variedad
establecida. El valor reportado por Alvarado et al. (2014) para
el noreste de México oscilé entre 9.8 y 19.6 kg.

Variedades de tomate utilizadas

La variedad Sahariana (King Seeds, Guadalajara, Mé-
xico] fue utilizada por el productor de mayor superficie; el
productor de menor superficie sembré las variedades Sahel
(Syngenta, Ciudad de México, México), Moctezuma (Ahern
Seeds, Culiacén, Sinaloa, México), Cuauhtémoc (Ahern Seeds,
Culiacan Sinaloa, México) y Top 1182 (Ahern Seeds, Culiacan
Sinaloa, México). La variedad con mayor frecuencia utilizada
por los productores fue la Top 1,182, seguida por las varieda-
des Sahel, Moctezuma y Cuauhtémoc; en menor frecuencia
figuraron las variedades Sahariana, Mision, Teniente, Ramsés
y Anibal (Figura 1).

En general todas estas variedades son de crecimiento
indeterminado y se eligen por las caracteristicas fenoldgicas
de sus frutos y amplia tolerancia a distintos tipos de enfer-
medades, entre otros atributos. Especificamente laTop 1,182,
que es la mas frecuente, se caracteriza por ser una planta de
vigor fuerte, madurez relativa intermedia, frutos grandes
de peso promedio 140 a 160 g, buena forma y larga vida de
anaquel.
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Figura 1. Frecuencia del uso de variedades de tomate sembradas bajo
malla sombra por productores de la Comarca Lagunera.

Figure 1. Frequency of use of tomato varieties planted under shade mesh
by producers in the Comarca Lagunera.

Fuente de agua y volumen de agua empleado

Al calcularse los volumenes de agua utilizados du-
rante el ciclo del cultivo, los datos arrojan que, el total de los
productores de tomate bajo malla sombra, utilizan el agua
subterrdnea para irrigar sus cultivos empleando para ello el
sistema de riego por cintilla; se determiné que el volumen
de agua de riego aplicado oscila entre 4,320 y 8,100 m? y
tiene dependencia del tipo de suelo (arenoso o arcilloso). En
promedio, se consideré un volumen aplicado de 6,210 m?
por hectérea desde el establecimiento del cultivo hasta su
cosecha. El ciclo productivo comprendié 120 dias (Figura 2).

Productividad del agua de riego

Considerando los diferentes rendimientos obtenidos
por las unidades agricolas bajo estudio, se encontré que por
cada metro cubico de agua aplicado, es posible obtener una
producciéon promedio de 19.45 kg de fruta; sin embargo, se
observa que la unidad agricola de mayor superficie logra un
valor de 23.37 y la de menor tamaino 14.49 kg (Figura 2).

El volumen de agua requerido para producir un
kilogramo de tomate en la Comarca Lagunera se estimé
en 54.3 L, mientras el reportado por Henao (2016) a nivel
nacional es de 99 y para Estados Unidos 40, quien concluye
que este valor varia de acuerdo al nivel tecnolégico utilizado.
Fontalvo-Herrera et al. (2018) y Diaz et al. (2018), mencionan
que para producir un kilo de tomate sembrando el cultivo
a campo abierto se requieren 215 L y que bajo invernadero
s6lo se requieren 36 L (Figura 3).

Principales plagas del cultivo de tomate.

Las unidades agricolas de mayor tamano fueron las
que registraron menor cantidad de plagas: Mosca blanca
(Bemicia tabaci) minador de la hoja (Liriomyza bryoniae) y
las de menor tamafo las que registraron mayor nimero. La
Figura 4, muestra las plagas reportadas en las distintas unida-
des de produccion. Al igual que en el estudio realizado para
el estado de Jalisco (Cih-Dzul et al., 2011), se encontr6é que
mosquita blanca es la principal plaga en la zona de estudio.
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Figura 2. Productividad del metro cubico de agua en kilogramos de tomate
bajo malla sombra en unidades agricolas con distintas superficies en la
Comarca Lagunera.

Figure 2. Productivity of the cubic meter of water in kilograms of tomatoes
under shade mesh in agricultural units with different surfaces in the Comar-

ca Lagunera.
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Figura 3. Litros de agua necesarios para producir un kilogramo de tomate
bajo malla sombra en unidades agricolas con distintas superficies en la
Comarca Lagunera.

Figure 3. Liters of water needed to produce a kilogram of tomato under
shade mesh in agricultural units with different surfaces in the Comarca
Lagunera.

Gusano soldado (Spodoptera
exigua)

Gusano del fruto (Heliotis
virescens)

Paratrioza (Bactericera cocke-
relli)

Gallina ciega (phyllophaga spp)
Nematodos

Arafa roja (Tetranychus urticae)
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Trips (Frankiniella occidentalis)
Acaros (Aculpos lycopersici)
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bryiniae)

Trozador de la hoja (Agrotis
ipsilon)
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Figura 4. Unidades de produccion afectadas por plagas reportadas en la
Comarca Lagunera.

Figure 4. Production units affected by pests reported in the Comarca
Lagunera.
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Enfermedades principales en el cultivo

Durante el desarrollo del cultivo, se presentaron dife-
rentes enfermedades generadas por distintos fitopatégenos;
cada unidad agricola tiene su propio laboratorio de diag-
nodstico fitosanitario, donde las muestras fueron analizadas
y al identificar el agente causal, fueron controladas con la
aplicacién de distintos productos quimicos (Figura 5).

6 36 72 150 230

Fusarium spp.
Phytophthora spp.
Rizoctonia spp.
Tizdn temprano
Mancha gris
Plagas | Virus rugoso
Dumping off
Cenicilla polvorienta
Alternaria spp.

Verticilium spp.

Unidades de Produccion

Figura 5. Enfermedades reportadas en el cultivo de tomate por distintas
unidades de produccién en la Comarca Lagunera. 0 a 230 = Unidades de
Produccion agricola

Figure 5. Diseases reported in tomato cultivation by different production
units in the Comarca Lagunera. 0 to 230 = Agricultural Production Units

Aspectos econémicos
Destino y precio de la produccion

De las cinco unidades agricolas estudiadas tres expor-
tan en promedio el 74 al 85 % de su produccién hacia el mer-
cado de Estados Unidos, figurando aquellas que presentan
una superficie de 72 a 230 ha. Al respecto, Estrategia Aduane-
ra (2021), reportd que para el aiio 2020, aproximadamente 80
% de los tomates que utilizan sistemas agricolas protegidos
se exportan y el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA) proyecta un crecimiento de las exportaciones
del 2% para el ciclo 2021-2022. Por su parte aquellas unida-
des agricolas de menor tamano a 72 ha, destinan toda su
producciéon al mercado nacional (Figura 6).

Del total de produccién destinada al mercado nacio-
nal dos terceras partes se venden como producto de primera
calidad; una cuarta parte como tomate de segunda vy el
resto como tercera. Los precios rurales promedio fueron de
7.60, 6.40 y 5.33 pesos mexicanos por kg para los tomates
de primera, segunda y tercera calidad, respectivamente to-
mando en cuenta la calidad organoléptica solicitada para ser
exportado. De acuerdo a la informacién proporcionada por
los productores, el precio de exportaciéon de los tomates de
primeray segunda calidad registrados para el afio de estudio,
fue de 10y 8 pesos, respectivamente. El total de ingresos pro-
venientes del mercado externo resultd ser seis veces mayor
que el del mercado interno.

FIRA (2017), sefhala que los precios del tomate rojo en
el mercado nacional difieren de acuerdo con el tipo de pro-
ducto (cultivado a campo abierto o en invernadero, organico,
etc.) y de la variedad (saladette, bola y cherry).
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Figura 6. Volumen de produccién de tomate obtenido bajo malla sombra
destinado al mercado interno y externo por las distintas unidades de
produccién agricolas. (Ton mercado externo =t exportadas al exterior; Ton
mercado interno =t de produccioén dirigidas al consumo nacional; UA. =
Superficie en ha de las Unidades Agricolas).

Figure 6. Volume of tomato production obtained under shade mesh
destined for the internal and external market by the different agricultural
production units (Ton foreign market =t exported abroad; Ton domestic
market = t of production for national consumption; U.A. = Area in ha of
Agricultural Units).

Costos de produccion

De acuerdo con la informacion proporcionada, se
advierte que el costo de produccién promedio para producir
un kg de tomate asciende a 4.02 pesos; sin embargo, la linea
de tendencia indica que, a mayor superficie establecida, este
valor disminuye (Figura 7).

Costo/kg

0 50 100 150 200 250
Tamaiio de la unidad agricola (hectareas)

Figura 7. Costo de produccién por kilogramo de tomate reportado por las
distintas unidades de produccion.

Figure 7. Production cost per kilogram of tomato reported by the different
production units.

Indicadores econémicos

En la Tabla 1, se observa que los ingresos netos obte-
nidos por metro cuadrado de suelo son mayores en las U.A.
de mayor superficie, al igual que los ingresos netos derivados
del m® de agua utilizada. Sin embargo, el valor promedio de
ambos indicadores es de 61.9 y 99.7, respectivamente. Por
otra parte, el ingreso neto promedio por jornal empleado fue
de 896 pesos. A este respecto Rios et al. (2010) sefalan que
los avances tecnolégicos han permitido incrementar la pro-
ductividad de la mano de obra, medida como el rendimiento
por hectarea entre el nimero de jornales utilizados; en este
caso seria el total de ingresos netos obtenidos por hectarea
entre el nUmero de jornales utilizados.
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Zoilo et al. (2018), citan que otros aspectos por con-
siderar en los indicadores econémicos figuran los costos de
produccion y el precio de venta; el primero detallando las
diferentes labores culturales con sus pertinentes insumos
y jornales necesarios para el desarrollo del cultivo, con sus
respectivas cantidades y precios; y el segundo (precio de
venta), que con base a la oferta y demanda, en la mayoria de
las comercializaciones juega un papel importante en el valor
econémico de la produccion. Molina (2017), por su parte
manifiesta que existen otros supuestos interesantes por
tomar en cuenta como son el perfil del productor y el grado
de responsabilidad social y sustentable que tenga la unidad
de produccion agricola, pues existen sistemas de produccion
donde por ejemplo, el control de plagas es un factor primor-
dial para decidir qué tipo de control serd el ejercido, ya que
entre mas agroecoldgico sea el sistema de produccion, los
costos de produccion elevados en comparacion del conven-
cional y en ocasiones cuando las condiciones favorecen a las
plagas, se dificulta la produccion en el cultivo.

Tabla 1. Indicadores econémico - sociales del cultivo de tomate bajo malla
sombra en la Comarca Lagunera.

Table 1. Economic and social indicators of tomato cultivation under shade
mesh in the Comarca Lagunera.

Tamafio (ha) $/m?desuelo $/m*de agua efrllj;:::::llo
6 61.40 98.87 1116.30
36 11.40 18.49 259.10
72 56.90 91.62 517.30
150 75.10 120.93 682.70
230 104.83 168.82 1906.10
CONCLUSIONES

La productividad alcanzada por el cultivo del tomate
bajo malla sombra que se practica en la Comarca Lagunera,
es mayor en las unidades de produccién con mayor superfi-
cie establecida, alcanzdndose niveles de productividad en el
manejo de agua, sueloy capital obtenido, lo cual sugiere que,
a mayor inversion del productor, hay mayor nivel de exigen-
cia en cuanto al manejo de la tecnologia bajo malla sombra.
El destino de la produccién del tomate producido en la
Comarca Lagunera es mayoritariamente para la exportacion
(80 %) principalmente hacia el mercado estadounidense,
logrando con ello mayor precio por kilogramo vendido. La
razon principal de esta situacion obedece a que el total de las
unidades agricolas tomateras estan certificadas ya que llevan
a cabo las buenas practicas agricolas (BPA), establecidas por
el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad (SENA-
SICA).
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ABSTRACT

Propolis is a resin made by Apis mellifera bees from
vegetation exudates. Biological properties have been doc-
umented. This study evaluated the antioxidant, anti-inflam-
matory and antibacterial activity of ethanolic extracts from
southern Sonora, Mexico propolis. The concentration of total
phenols and flavonoids was measured. Antioxidant activity
was measured and antihemolytic and anti-inflammatory
activity of human erythrocytes was determined. In addition,
the activity against Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli
0157, Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium
bacteria was evaluated. The ethanolic extracts presented
concentrations of 16.36 + 1.93 mg EAG/gPS and 42.96 mg
EQ/gPS of phenols and flavonoids, respectively. The DPPH
and ABTS radicals showed values of 75.65 + 3.76 and 29.61
+ 0.01 mg ET/gPS respectively, the extracts protected up to
49.56% from hemolysis and prevent cell inflammation up
49%. They also presented antibacterial activity against all
the strains evaluated, showing inhibition halos of 8 to 11.3
mm and MIC of 1 and 2 mg of extract/mL. The results are the
basis for the study of natural formulations with propolis from
southern Sonora.
Key words: Propolis, antioxidant, antimicrobial, antiinflama-
tory.

RESUMEN

El propdleo es una resina que elaboran las abejas Apis
mellifera a partir de los exudados de la vegetacion. Las pro-
piedades biolégicas han sido documentadas. Este estudio
evalué la composicion quimica, actividad antioxidante (con
radicales DPPH y ABTS), actividad antihemolitica, antiinfla-
matoria (sobre eritrocitos humanos) y antibacteriana en Es-
cherichia coli O157:H7, Escherichia coli O157, Staphylococcus
aureus y Sallmonella typhimurium en extractos etandlicos de
propdleos de sur de Sonora, México. La composiciéon quimica
fue de 16.36 + 1.93 mg EAG/PS y 42.96 mg EQ/PS de fenoles
y flavonoides, respectivamente. Los radicales DPPH y ABTS
mostraron valores de 75.65 + 3.76 y 29.61 + 0.01 mg ET/
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gPS respectivamente. Los extractos protegieron hasta en un
49.56 % de la hemolisis por el radical y previnieron la infla-
macién por arriba del 49 %. Todos los extractos de propdleos
mostraron actividad antibacteriana con halos de inhibicion
de8a11.3 mmy CMIde 1y 2 mg de extracto/mL. Los resul-
tados obtenidos son la base para el estudio de formulaciones
naturales con propdleos del sur de Sonora.

Palabras clave: Propdleo, antioxidante, antimicrobiano,
antiinflamatorio

INTRODUCCION

El propdleo es unaresina elaborada por las abejas (Apis
mellifera) a partir de exudados de la vegetacién circundante
de la colmena, el cual es utilizado con fines desinfectantes y
de eliminacion de invasores que pueden estar dentro de la
misma (Bankova, 2005). Gracias a la proteccién que genera
el propodleo en las colmenas, se mantienen condiciones
Optimas de humedad, temperatura y otros factores que ga-
rantizan la asepsia, de esta manera se evita la proliferacion de
microorganismos como bacterias, hongos o virus (Palomino
etal., 2010). En los ultimos afos se han documentado las pro-
piedades beneficiosas del propdéleo destacandose la gran ac-
tividad antimicrobiana, antiviral, anestésica, antiinflamatoria,
anticancerigena y antioxidante (Rivero y Martinez, 2015). En
ese sentido los extractos elaborados a base de propéleo se
han venido utilizado en el area alimenticia o farmacoldgica.

Los extractos de propdleo (acuosos, etandlicos o
supercriticos) contienen sustancias activas como flavonoi-
des y polifenoles, a dichos compuestos se les ha atribuido
actividad farmacoldgica (Silva et al., 2012). Ademas, se han
demostrado en numerosas investigaciones la complejidad
de su composicidon quimica, reportdndose mas de 300 com-
puestos tales como terpenoides, esteroides, aminoacidos
o polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres)
(Mello y Hubinger, 2012). Los flavonoides son &cidos aro-
maticos diterpenoides y junto con los compuestos fenélicos
forman los principales constituyentes quimicos responsables
de las propiedades bioldgicas del propoéleo (Siripatrawan
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et al.,, 2013). Estudios previos en propdéleos mexicanos han
reportado la presencia de compuestos activos tales como
flavonoides, principalmente pinocembrina, pinobanksina y
crisina (Hernandez et al., 2007), también se han detectado
propiedades antibacterianas contra Escherichia coli'y Salmo-
nella typhymurium, y Staphylococcus aureus, atribuyéndose
esta propiedad bioldgica a las flavonas presentes en el ex-
tracto (Londono et al., 2010; Carrillo et al., 2011). En el estado
de Sonora, se han realizado estudios similares, los resultados
muestran la identificacion y cuantificacion de compuestos
activos, ademds de las diversas actividades biolégicas de los
propoleos, como la actividad antiproliferativa en extractos
metandlicos (Li et al., 2010).También se ha observado que las
estaciones del afo influyen en la actividad bioldgica de los
mismos (Valencia et al., 2012) y que la composicién depende
de la regién donde se recoleta puesto que sus caracteristicas
estan relacionadas por factores botanicos, geogréficos y por
el clima (Mello y Hubinger, 2012). Debido a esto existe una re-
lacion estrecha de la composicién quimica del propdleo con
la flora disponible para que las abejas produzcan el propoleo
(Aguilar et al., 2019).

Los conocimientos que se tienen actualmente sobre
la composicion del propdleo y sus propiedades bioldgicas en
México son limitados. En la literatura consultada, no se en-
cuentra reporte alguno sobre otras actividades bioldgicas de
propoleos con actividad y antiinflamatoria utilizando células
sanguineas o algun estudio antioxidante donde se evalule la
capacidad protectora del eritrocito humano de propoéleos en
el sur de Sonora. En ese contexto el objetivo de esta investi-
gacion fue evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria
y antibacteriana presente en los extractos etanodlicos de
propdleos obtenidos del sur de Sonora.

MATERIALES Y METODOS
Area de recoleccion de los propéleos

Las muestras de propdleo de abejas (Appis mellifera)
fueron obtenidas en bruto de apiarios y se muestreé de
acuerdo con SAGARPA, (2017). La ubicacién de los apiarios
se muestra en la Tabla 1 y el periodo de recoleccién fue de
octubre de 2019 a enero de 2020. Las muestras se almacena-
ron en bolsas herméticas y se trasladaron al Laboratorio de
Tecnologias Emergentes e Inocuidad Alimentaria del Centro
de Investigacién e Innovacion Biotecnoldgica, Agropecuaria
y Ambiental (CIIBAA) en el Instituto Tecnoldgico de Sonora
(ITSON) unidad centro de Cd. Obregén Sonora, en donde se
fraccionaron en trozos de 2 cm aproximadamente y se colo-
caron en refrigeracion a - 20 °C para su posterior analisis. Las
claves con las que se identificaron las muestras obtenidas de
los diversos apiarios del sur de Sonora México, asi como su
origen se muestra en la Tabla 1, asi mismo, en la Figura 1 se
observa en dénde se localizan dichas poblaciones.

Preparacion del extracto etandlico de propéleo

La preparacion del extracto etandlico se realizé segun
laNOM-003 (2017). Se pesaron 50 g de los propdleos en bruto
previamente triturado con una licuadora convencional hasta
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Tabla 1. Ubicacion de los apiarios donde fue obtenido el propoleo

sonorense.

Table 1. Location of the apiaries where Sonoran propolis was obtained.

POBLACION COORDENADAS CLAVE
Ejido Francisco Javier Mina o1 Ao A==
(Cnrpe et (27°27'43"N) (110°6'53"W) EP60
Bacum (27°30'40"N) (110°6'32"W) EPB
Tinajera (27°33'16"N) (110°00'47"W) EPLT
Jusibampo (27°19'N) (111°16'W) EP)
Etchojoa (27°0"12'N) (109°35'0.2"W) EPE
Ejido Francisco Villa (27°29'0.9"N) (110°03'24"W) EPFV
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Figura 1. Contenido de fenoles totales en extractos etandlicos de pro-
poleos de diversas poblaciones del sur de Sonora. Media + desviacion
estandar (n=3).

Figure 1. Total phenol content in ethanolic extracts of propolis from differ-
ent populations in southern Sonora. Mean * standard deviation (n=3).

obtener un polvo. Posteriormente, se afnadié el pulverizado
obtenido a etanol al 70% en una relacién muestra: disolvente
1:3 y se colocé en bafo ultrasénico durante 20 min a tempe-
ratura ambiente. Seguido de esto se filtro al vacio con papel
Whatman No. 1. Por ultimo, se concentro el extracto median-
te evaporacion rotativa a 45 °C (Buchi Heating Bath B-490,
Buchi Rotavapor R-200) (Sultana et al., 2009). El extracto fue
almacenado a - 20 °C en ausencia de luz para su posterior
andlisis.

Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantificé mediante
el método descrito por Singleton y Rossi (1965) con algunas
modificaciones. Se colocaron 150 pL del reactivo Folin-
Ciocalteau en una microplaca de 96 pocillos con 30 uL de
extractoy 120 pL de Na,CO,. Se dejé reposar 30 min en com-
pleta oscuridad y se leyé a una absorbancia de 750 nm en
lector de microplacas (Thermo Scientific MultiskanTM Sky).
La concentracién de fenoles totales se calculé utilizando una
curva estandar de acido galico y los resultados se expresaron
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como mg equivalentes de acido galico por gramo de peso
seco (mg EAG/PS).

Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realizd de
acuerdo con el método descrito por Chen et al. (2014) con
algunas modificaciones. Primero se tomo 100 pL del extracto
y se mezcl6 con 430 uL de NaNO, al 5 %, seguido de unaincu-
bacién por 5 min. Pasado el tiempo se adicionaron 30 uL de
AICI3aI 10 % y 440 pL de NaOH (1 M). Se leyé la absorbancia a
490 nm en un lector de microplaca (Thermo Scientific Multis-
kanTM Sky). Se realizé una curva estandar de quercetinay los
resultados se expresaron como mg EQ/PS.

Determinacion de la actividad antioxidante de los
propoleos
Inhibicion del radical DPPH (2,2 - difenil-1-picrilhidracil)
Se midié la capacidad antioxidante de los extractos
para inhibir el radical DPPH segun Moein y Moein (2010), con
algunas modificaciones. Se tomaron 280 uL de la solucién
del radical DPPH (0.025 mg/mL en etanol) y se mezclé con
20 pL del extracto. La reacciéon se dejé reposar por 30 min
en completa oscuridad y se leyé la absorbancia a 490 nm
en un lector de microplacas (Thermo Scientific MultiskanTM
Sky). La actividad antioxidante se calculé usando una curva
de calibracion de Trolox y los resultados se expresaron como
pumol Equivalente Trolox/g de peso seco (umol ET/PS).

Inhibicion del radical ABTS (2,2’ - azinobis (3- etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato)

Se determiné de acuerdo con la técnica descrita por
Re et al. (1999) con algunas modificaciones. El radical ABTS
se preparé al mezclar 19 mg en 5 mL de agua destilada. Por
otro lado, se prepard una solucién de persulfato de potasio
(37.8 mg/mL en agua destilada). Se tomaron 88 pL del radical
ABTS preparado y se le aiadio a la solucién de persulfato de
potasio, dicha mezcla se dejé reposar por 12 - 16 h a tempe-
ratura ambiente. De esta solucién incubada se tomé 500 uL y
se diluyé en 30 mL de etanol para posteriormente ajustar la
absorbancia a 0.7 £ 0.02 en lector de microplacas a 750 nm.
Finalmente se colocaron 295 uL de radical y 5 uL del extracto.
La actividad antioxidante se calculé usando una curva de ca-
libracién de Trolox y los resultados se expresaron como pmol
eq. Trolox/g de peso seco (umol ET/PS).

Capacidad protectora del eritrocito humano

La hemolisis fue inducida por el radical AAPH (2-
2’- Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride) de
acuerdo con la metodologia de Son (2016). Los eritrocitos
fueron lavados en 3 tiempos con buffer salino (PBS) a pH de
7.4.Una vez lavados se preparé una suspensién de eritrocitos
humanos al 5 % en PBS. Para el ensayo se colocaron en un
tubo Eppendorf 50 uL de la suspension de eritrocitos, 50 L
del extracto a evaluar y 200 pL del radical AAPH, se mezclé e
incubd a 37 °C en bafo Maria con agitacién (30 rpm) durante
3 h. Una mezcla de reaccién similar se preparé sin extracto

como control (hemdlisis completa). Terminada la incubacion
seagregd 1 mL de PBS, se centrifugd a 3500 rpm por 10 miny
se midié la absorbancia en un lector de microplacas (Thermo
Scientific MultiskanTM Sky) a 540 nm. El resultado se expresé
en porcentaje de inhibicion, mediante la férmula:

Actividad antiinflamatoria
Estabilidad de la membrana del eritrocito por calor

El ensayo de la estabilidad de la membrana del eri-
trocito frente al calor se realizd segun Sakat et al. (2010) con
algunas modificaciones. Se realizaron dos lavados de eritro-
citos colocando 1T mL de sangre y 3 mL de solucién salina, se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 min, se eliminé el sobrena-
dante. Enseguida con los eritrocitos lavados se preparé una
solucién de eritrocitos, se tomaron 500 uL de la solucién en 5
mL de solucidn salina para obtener una solucién de eritroci-
tos al 5 %. Para el ensayo, en microtubos se colocaron 100 pL
de eritrocitos y 100 pL de extracto, se calenté en bafo Maria
a 56 °C por 30 min, se dejo enfriar a temperatura ambiente y
se agregd 1 mL de solucion salina, se centrifugaron a 2500
rpm por 10 min y se leyé a una absorbancia de 560 nm en un
lector de microplacas (Thermo Scientific MultiskanTM Sky).

Estabilidad de la membrana del eritrocito mediante la
prueba de hipotonicidad

Para la estabilidad de la membrana del eritrocito
mediante un medio hipoténico se realizara segun Niraimathi
etal. (2011) con algunas modificaciones. Se preparo de igual
manera que el ensayo de calor una solucién de eritrocitos al
5%. El ensayo se realizé de la siguiente manera: Se colocé 200
UL de extracto en 100 pL de la suspension de eritrocitos y se
adiciond 500 uL de solucién hipoténica (agua destilada). Se
incubd a 37 °C durante 30 min y se colocé 200 uL de solucién
salina. Posteriormente, se centrifugé a 1500 rpm por 10 min
y se tomo el sobrenadante para leer a una absorbancia de
560 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific Mul-
tiskanTM Sky).

Evaluacién de la capacidad antibacteriana
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Los microorganismos se obtuvieron del Laboratorio
de Tecnologias Emergentes e Inocuidad Alimentaria del
Centro de Investigacién e Innovacién en Biotecnologia,
Agropecuaria y Ambiental (CIIBAA) de ITSON. Escherichia coli
0157: H7 (ATCC 43890), Escherichia coli O157, Staphylococcus
aureus (ATCC 65384), Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

Ensayos microbioldgicos

La actividad antimicrobiana se evalué mediante la
observacion de zonas de inhibicion de crecimiento bacteria-
no descrito por Andrews (2001). En placas de agar Mueller
Hinton se inocularon con 100 uL de suspension bacteriana
la cual se homogenizé mediante perlas de vidrio estériles, se
colocé 40 pL de extracto correspondiente en discos estériles
de papel filtro (5 mm de diametro, Whatman N° 1). Las placas
fueron incubadas a 37 °C por 24 h para su observacion.

)
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Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los ex-
tractos que presenten actividad antibacteriana se determiné
mediante la técnica de dilucién en caldo MuelleHinton. A
cada tubo se le agregé 2 mg del extracto a evaluar en 1 mL
de caldo Mueller-Hinton. Por ultimo, se agregé 100 uL de
indculo en una concentracién 108 UFC/mL, se incubd a 37 °C
por 24 h. Se determiné la turbidez de cada tubo, siendo el de
menor concentracion y sin turbidez el que contiene la CMI
(Gil etal., 2008).

Analisis Estadistico

La evaluacién de la actividad antioxidante y antimi-
crobiana de los extractos se realiz6 a través de experimentos
independientes para cada tipo de extracto y de las especies
microbianas estudiadas. El disefo estadistico fue asignado
completamente al azar con tres repeticiones. En el analisis de
los distintos tratamientos se asumid (P < 0.05). Se utilizo el
paquete estadistico Stat Graphics version 15.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
Fenoles totales

Evaluar el contenido de fenoles y flavonoides totales
en los propdleos es uno de los pardmetros mas importantes
ya que de esta manera ayuda a establecer la calidad del ma-
terial, asi como su potencial bioldgico principalmente para la
actividad antioxidante que puede representar (Rodriguez et
al., 2012). En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos
de las diferentes muestras analizadas, donde se obtuvieron
valores que van de 5.06 + 0.289 a 16.30 + 1.93 mgEAG/g PS.
Se puede observar que en el extracto de propéleo del Ejido
Francisco Villa presenté el valor mas alto (p < 0.05), seguido
del extracto de EPT, EPB y EPJ, los cuales no presentaron di-
ferencia significativa (p < 0.05). La menor cantidad de fenoles
totales se observo en el extracto EPE el cual tuvo una dife-
rencia significativa por debajo de las muestras mencionadas
anteriormente. Esta variacion puede deberse a la vegetacion
que rodea los apiarios situados en los diferentes sitios
muestreados, ya que se ha demostrado la influencia que
tiene la regién donde las abejas toman el propdleo sobre los
compuestos biolégicos (Banskota et al., 2001). Sulaeman et
al. (2019), utilizaron el mismo proceso de extraccién que en
este estudio (etanol 75 %) y obtuvieron valores semejantes
reportando concentraciones de 10 mg EAG/gPs en los pro-
poleos de Indonesia.

Por otro lado, otros estudios han reportado valores su-
periores a los encontrados en nuestra investigacion, inclusive
los propoleos evaluados en México. Esta diferencia posible-
mente se deba a los solventes utilizados y métodos de extrac-
cién (Bucio y Martinez, 2017; Valencia et al., 2012); asi como,
a los diversos ecosistemas del pais, los cuales son influyentes
en la calidad del propoleo. Las muestras evaluadas en nues-
tro estudio provienen del sur de Sonora, el cual se compone
de zonas aridas y semiaridas contrario a las zonas boscosas
y selvaticas del sur del pais quienes han reportado valores
superiores (Delgado et al., 2015; Socha et al., 2015; Sulaeman
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et al., 2019). Estudios previos de propdleos en Sonora han
reportado la presencia de polifenoles en concentraciones de
427.9 a 601.8 mg equivalente de pinocembrina-galangina/g
extracto, en dicho estudio también han demostrado variacio-
nes en el contenido fendlico en el mismo estado de Sonora
México, y que ese contenido también varia en las diferentes
estaciones del ano (Valencia etal., 2012).

Flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides en los extractos
etanolicos de propdleos, asi como de los polifenoles totales,
son considerados como un pardmetro de calidad segun
la NOM-003 (SAGARPA, 2017). Se ha documentado que la
concentracion de los polifenoles depende del origen de la
muestra y la actividad bioldgica se confiere a los flavonoides,
por lo que hay una relacidn flavonoide-efecto biolégico, clasi-
ficandose para el propdleo como producto bioactivo (Rivero
y Martinez, 2015). En la presente investigacién se demostré
la presencia de flavonoides totales. La Figura 2 muestra el
contenido de flavonoides totales presentes en las diversas
muestras evaluadas de propdleo y se puede observar que el
extracto EPFV presento la mayor concentracién de estas bio-
moléculas con un valor de 42.96 + 1.74 mg EQ/g PS (p < 0.05).
Por el contrario, el extracto EPE mostré la menor cantidad
de flavonoides totales (2.11 + 1.13 mg EQ/g PS). Lo anterior
demuestra alta variabilidad de resultados dependiente del
origen de recoleccién. Estos resultados se pueden comparar
con los obtenidos en los extractos de propdleo de Indonesia
y Polonia con valores (0.76 - 3.39 mg/g QE), dichos estudios
utilizaron el mismo solvente de extraccion (Sulaeman et al.,
2019).

En otros estudios realizados en Jalisco, México se ha
demostrado también la presencia de estos compuestos en
donde se han reportado valores de 130 mg EQ/g mayores
que los del presente estudio, sin embargo, son propdéleos
de regiones donde abunda la vegetaciéon por sus climas
humedos (Delgado et al., 2015). Por otra parte, se encontré
un estudio reciente en donde se muestrearon propéleos
de 11 zonas del sur de México quienes reportaron concen-
traciones de flavonoides que oscilaban entre los 0.04 y 4.04
%. En este estudio los métodos realizados fueron segun la
NOM-003-SAG/GAN-2017 (Rodriguez et al., 2020), estos estu-
dios demuestran también la presencia de flavonoides en los
propdleos mexicanos.

Actividad antioxidante
Inhibicion del radical DPPH (2,2 - difenil-1-picrilhidracil).

El método de DPPH estd basado en la capacidad del
radical para reaccionar con donantes de hidrégeno. La in-
teraccién de un antioxidante con el radical depende de su
formacion estructural con la presencia de grupos hidroxilo
(Jiménez etal., 2005).

En la Figura 3 se muestran los resultados antioxidan-
tes de los diferentes propdleos medidos en pmol ET/PS en
donde el EPB obtuvo la mayor actividad antioxidante con
un valor de 295.855 + 11.432 pmol ET/gPS seguido con dife-
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Figura 2. Contenido de flavonoides totales en extractos etandlicos de
propodleos de diversas poblaciones del sur de Sonora. Media + desviacion
estandar (n=3).
Figure 2. Total flavonoid content in ethanolic extracts of propolis from
different populations in southern Sonora. Mean + standard deviation (n=3).

400

Ho

300 4

200 4

HmolET/gP$S

100 4

o T
EP60 EPB EPT EPRI EPE EPFV

Poblacion

Figura 3. Capacidad antioxidante por medio del ensayo DPPH de extractos
etandlicos de propdleos del sur de Sonora. Media + desviacion estandar
(n=3).

Figure 3. Antioxidant capacity by the DPPH assay of ethanolic extracts of
propolis from southern Sonora. Mean = standard deviation (n=3).

rencias significativas por los extractos EPC60 y EPFV quienes
obtuvieron resultados de 259.465 + 6.892 y 250.681 + 20.939
pmol ET/gPS respectivamente. El resto de los extractos
también presentaron diferencias significativas entre si en
donde el menor valor lo obtuvo EPE con 160.584 + 9.520
pmol ET/PS. Estos resultados son mayores a los encontrados
en propoleos mexicanos provenientes de los estados de
Nayarit quienes presentaron valores de 138 pg equivalentes
de Trolox (Ibarra et al., 2020) y similares a los de Guanajuato
en donde reportan valores de 54.4 mg ET/g PS (Herndndez
etal., 2018).

Por otro lado, se puede mencionar una posible co-
rrelacién al comparar estos resultados antioxidantes con la
concentracion de fenoles, ya que los extractos EPB y EPFV
fueron quienes obtuvieron valores superiores en éstas dos
determinaciones. Socha et al. (2015), mostraron que hay una

correlacion significativa entre la mayor actividad antirradical
hacia el DPPH en extractos de propéleos de Polonia con el
contenido total de fenoles y flavonoides. De igual manera,
en estudios de extractos de tomate se documenté una
correlacion positiva entre la actividad antioxidante y la con-
centracién de compuestos fendlicos utilizando el método de
Pearson, en donde estas biomoléculas reducen los niveles de
radicales libres (Silva-Beltran et al., 2015).

Inhibicion del radical ABTS (2,2’ - azinobis (3- etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato).

El ensayo de ABTS se basa en la transferencia de elec-
trones, los diferentes compuestos antioxidantes presentes
en los extractos donan uno o mas electrones para reducir el
radical a cation. Este método puede realizarse tanto en mues-
tras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente
apropiado (Lépez de Lerma et al., 2013).

En la Figura 4 se muestra la actividad antioxidante que
presentaron los diversos extractos etanélicos, donde se pue-
de observar que el extracto EPT obtuvo el mayor valor con
156.963 +4.119 umol ET/g PS.Todos los resultados obtenidos
en el presente estudio oscilan entre los 140y 160 pmol ET/g
PS con diferencias significativas entre si con excepcion de los
extractos EPB y EPJ. El extracto que obtuvo el menor valor
fue el EPE con 143.280 + 4.636 umol ET/gPS. Cabe mencionar
que las extracciones etandlicas en propdleos obtienen resul-
tados mas favorables en estudios antirradicales en ensayos
como ABTS incluso superiores a la extraccion supercritica,
esto debido a que el etanol extrae mayores cantidades de
polifenoles y flavonoides y, en consecuencia, una mayor
capacidad antioxidante (Dantas et al, 2017). Ademas, los
resultados obtenidos en este estudio son menores que los
que se presentaron en extractos de propéleos de Colombia,
quienes tuvieron valores de 455 a 1091 umol ET/g PS utili-
zando como solvente etanol al 96 % (Palomino et al., 2009).
Sin embargo, son mayores a los que reportaron Narimane et
al. (2017) 5.28+ 0.16 umol ET/g PS quienes documentan una

Figura 4. Capacidad antioxidante por medio del ensayo ABTS de extractos
etanolicos de propdleos del sur de Sonora. Media + desviacién estandar
(n=3).

Figure 4. Antioxidant capacity by the ABTS assay of ethanolic extracts of
propolis from southern Sonora. Mean + standard deviation (n=3).

)
Volumen XXIV, Ntimero 3 ~§5Z

8‘i;



U«W‘

Portela-Marquez et al: Biotecnia / XXIV (3): 77-86 (2022)

correlacion con el contenido total de fenoles y flavonoides
en los extractos de propoéleo analizados del noroeste de Ar-
gelia, donde se menciona que la capacidad de los extractos
de propdleos para eliminar estos radicales podria ser por la
donacién de electrones, ya que esta propiedad conduce a
la conversién de radicales libres en productos mas estables
finalizando la reaccién en cadena de éstos radicales (Apak et
al., 2007).

Por otro lado, Gregoriy Stevanato (2010) reportaron la
correlacion existente entre la estructura quimica de algunos
componentes del propdleo (acido cafeico y sus derivados
CAPE y DMAC) y su capacidad antioxidante, indicando que
la mayor actividad estd dada por moléculas que tienen dos
grupos hidroxilo en posicién orto en el anillo aromatico.

Capacidad antioxidante en el eritrocito humano

Recientes estudios, han utilizado modelos biolégicos
como eritrocitos humanos, con la finalidad de determinar
la capacidad antioxidante de diversas sustancias bioactivas
sobre la peroxidacion lipidica de las células (Quihui et al.,
2017). Este método estd basado en la induccién de hemdlisis
generada por el radical AAPH (2,2’-Azobis (2-amidinopropa-
ne) dihydrochloride). Este radical provoca la liberacion del
hierro desde la hemoglobina, actuando como pro-oxidante
y generando hidroperéxidos provenientes de la reaccién
del oxigeno y el AAPH (Veiga et al., 1997). Se detecté una
proteccion eficaz de los extractos de propdleos analizados
sobre los glébulos rojos contra la hemdlisis inducida por
AAPH. La Figura 5 muestra que el extracto EP60 fue quien
presentd el mayor porcentaje de inhibicion de hemdlisis con
un 49.56 %, seguido del extracto EPJ, ambos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre si (p<0.05).
EPE fue quién presentd la menor proteccion al eritrocito con
un 23.79 %.

Estudios realizados por Wozniak et al. (2019) en extrac-
tos etandlicos de propoéleos de Polonia utilizando también
este modelo celular, obtuvieron inhibiciones de hemdlisis del

Figura 5. Capacidad antioxidante por medio del ensayo de % de inhibicion
de hemolisis inducida mediante AAPH de extractos etandlicos de propé-
leos del sur de Sonora. Media + desviacién estandar (n=3).

Figure 5. Antioxidant capacity by the AAPH-induced % hemolysis inhibi-
tion assay of ethanolic extracts of propolis from southern Sonora. Mean +
standard deviation (n=3).
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46.14y 48.65% respectivamente, por lo que los resultados de
la presente investigacidn son superiores a los de los extractos
de Polonia. En otras investigaciones en donde se utiliz6 el
mismo método se evaluaron extractos de ramas de Ziziphus
obtusifolia quienes obtuvieron porcentajes de inhibicién de
hemolisis del 46.3% y 36.8% (Silva et al., 2019), los cudles
también fueron menores que los de este estudio.

El estrés oxidativo es una causa importante de
lesiones celulares durante diversas patologias como la
carcinogénesis. Estudios realizados en eritrocitos demos-
traron que compuestos fendélicos como derivados del acido
cafeico como CAPE y otros ésteres de acidos polifendlicos
relacionados, provocan efectos inhibitorios notables sobre
la peroxidacion lipidica en la membrana de los eritrocitos,
sobre el rompimiento de cadenas de ADN celular y la frag-
mentacién de proteinas (Wang et al., 2008). Adicionalmente,
se han realizado investigaciones en propdleos de Sonora en
donde se ha detectado la presencia de CAPE (Hernandez et
al., 2007), por lo que dicho compuesto podria ser el causante
de la inhibiciéon de hemdlisis inducida en los extractos de
propdleos del sur de Sonora.

Actividad antiinflamatoria por medio de la prueba de
estabilidad de la membrana del eritrocito mediante las
pruebas de hipotonicidad y de calor.

Durante la inflamacién, hay lisis de lisosomas que li-
beran componentes enzimaticos, como la enzima fosfolipasa
A2 que actua sobre los fosfolipidos asociados a la membrana
liberando lisolecitina. La lisolecitina acttia sobre la membrana
de glébulos rojos lo que causan una hemdlisis que produce
una variedad de trastornos. Esta lisis lisosomal se puede dar
por sustancias nocivas como el medio hipotdnico y por el
calor (De et al., 2017). La membrana de los glébulos rojos
humanos tiene una similitud con la membrana lisosomal. En
este sentido, se trabajé con muestras de sangre, lo que per-
mitié observar la actividad antinflamatoria de los extractos
de propéleos sobre los eritrocitos humanos mediante la inhi-
bicion hipotdnica y la respuesta a la lisis inducida por calor a
la membrana de los glébulos rojos (Anosike et al., 2018).

En la Tabla 2 se pueden observar los porcentajes de
estabilizaciéon de los eritrocitos a causa de los diferentes
extractos de propdleos analizados utilizando los ensayos
por hipotonicidad y por calor. Asi mismo, se observé alta
variacién en los resultados utilizando el medio hipoténico
quienes mostraron porcentajes de estabilizacién de 7.74
a 1.77 % para los extractos EPT y EPJ respectivamente; sin
embargo, mediante la prueba antiinflamatoria induciendo
calor a los eritrocitos, se obtuvieron mejores resultados con
valores del 22.01 (EP60) al 37.44 % (EPJ). Estos porcentajes
demuestran que los propdleos evaluados son capaces de
estabilizar la membrana de los glébulos rojos, previniendo
fugas de proteinas y fluidos séricos en los tejidos durante un
periodo de mayor permeabilidad causada por mediadores
inflamatorios que en este caso es el calor (Labu et al., 2015).

La acividad antiinflamatoria presentadas en los pro-
poleos se atribuye al alto contenido de compuestos fendli-
cos, esto debido a que existe un efecto sinérgico de mas de
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Tabla 2. Porcentajes de estabilizacién de la membrana del eritrocito
utilizando calor y un medio hipoténico.

Table 2. Erythrocyte membrane stabilization rates using heat and
hypotonic medium.

Porcentaje de estabilizacion (%)

Extracto

Calor Hipotonicidad
EP60 3719+ 1.614a 7.16+2416a
EPB 27.72+£0.576 b 6.79+1.740 a
EPT 24.75+0.724 b 767 £0413 a
EPJ 21.98 +0.445 ¢ 1.74 +£1.087 c
EPE 37.11+0.623 a 7.719+0.349a
EPFV 3435+ 1.725a 3.10+1.181b

Media + desviacidn estandar (n=3)

Mean + standard deviation (n=3)

un solo componente (Chandra et al., 2012). Asi mismo se ha
reportado en muestras de propodleo la presencia de diversos
compuestos como el acido cafeico, CAPE, acido fertlico, ga-
langina, genisteina, kaempherol, pinocembrina, quercetina
y vainillina, entre otros (Castro et al., 2014) confirmando la
actividad antiinflamatoria tanto in vivo como in vitro (Valen-
zuela-Barra et al., 2015). Se puede observar que los propdleos
son mas efectivos estabilizando a los eritrocitos en medios
con temperaturas elevadas que en medios hipotoénicos.
Anosike et al. (2018) indican que el efecto hemolitico que se
produce en una solucion hipotoénica esta relacionado con la
acumulacién excesiva de liquido dentro de la célula, lo que
resulta en la ruptura de su membrana, por lo que la lesion
de la membrana de los glébulos rojos hara que la célula sea
mas susceptible a algun daio secundario a través de la pero-
xidacion lipidica como la que es inducida por radicales libres.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana fue medida por los mé-
todos de susceptibilidad bacteriana mediante la medicién
de halos de inhibicién y por el método de concentracion
minima inhibitoria (CMI) donde se realizaron diluciones de
los extractos para determinar el porcentaje de inhibicion

bacteriana. En la Tabla 3 se pueden observar los diferentes
extractos evaluados con las diversas bacterias, en donde
se muestra que todos los extractos presentaron actividad
antibacteriana ante las diversas cepas confrontadas. Los
extractos presentaron halos de inhibicién con valores de 8
hasta 11.3 mm, siendo efectivas las diluciones de 1y 2 mg de
extracto/mL en la CMI. Asi mismo, se observé que la bacteria
Gram (+) S. aureus fue mas sensible a los propdleos evalua-
dos y los extractos EPB y EPE fueron quienes mostraron los
mayores halos de inhibicién con valores de 10.6 mm para las
diluciones de 1 mg de extracto/mL. Estos resultados coinci-
den con Torlak y Sert (2013), en donde se evidencié efecto
inhibitorio en bacterias Gram positivas al utilizar concentra-
ciones de extractos de propdéleos de 2 mg/mL. Otros estudios
realizados en propéleos colombianos han comprobado la
efectividad para reducir la contaminacién por S. aureus con
halos de inhibicion de hasta 13 mm (Gomez et al., 2014). En
ese sentido, se observa que la actividad antibacteriana del
propdleo es mayor contra las bacterias Gram positivas, y esto
posiblemente se deba a la presencia de flavonoides, acidos y
ésteres aromaticos en la resina. Se ha comprobado que estos
compuestos tienen efectos sobre las paredes celulares de
estos microorganismos (Bankova et al., 1999).

Por otro lado, las bacterias Gram negativas E. coli
0157:H7, E. coliO157:H7 y S. typhimurium presentaron mayor
resistencia ante estos extractos ya que en su mayoria se obtu-
vieron valores de inhibicién de menor diametro (entre 8 y 9.3
mm) y se necesitd la dilucion mayor (2 mg/mL) para inhibir
su desarrollo. Ademas, al igual que en el presente estudio se
ha evidenciado la actividad contra S. typhimurium utilizando
concentraciones de extractos etandlicos de propédleos de 1
mg/mL (Choi et al., 2006). Dado que las bacterias Gram (-)
tienen dos membranas plasmaticas, la exterior que cubre la
pared celular, podemos suponer que los acidos fenélicos no
podrian penetrar tan facilmente la membrana exterior. En
cambio, las bacterias Gram (+) no tienen esta membrana
externa por lo que puede actuar de manera directa en las
paredes celulares (Brown et al., 2015). La mayor inhibicién
fue registrada por EPB quién a su vez presentd las mayores
concentraciones de fenoles y flavonoides. Se observé una
correlacién de las actividades antibacterianas del propéleo

Tabla 3. Actividad antibacteriana de extractos de propoéleos del sur de Sonora.

Table 3. Antibacterial activity of propolis extracts from southern Sonora.

E. coliO157 : H7 E. coliO157 S. aureus S. tiphymurium
Muestra Diametro de M Diametro de oM Diametro de oM Diametro de MIC
inhibicion (mm) inhibicion (mm) inhibiciéon (mm) inhibicion (mm)

EP60 n.d. 2a n.d. 1a n.d. 1a n.d. 1a
EPB 9+1.15a 2a 8+1.15a 2a 106+ 1.57a 1a 9+298a 2a
EPT 9+346a 2a 9+0.57a 2a 93+057a 2a 8+1.23a 1a
EPE 8+268a 2a 9+0.57a 2a 106+223a Ta 93+334a 2a
EPJ 8+0.57a la 8+205a 2a 11.3+£0.23b 2a 8+0.57a 2a

Medias de tres repeticiones; n.d.: no determinado; CMI: Concentracién minima inhibitoria (mg de extracto/mL);
Means of three replicates; n.d.: not determined; CMI: Minimum inhibitory concentration (mg extract/mL)
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con las concentraciones de fenoles y flavonoides, los cuales
eran dependientes del origen de la muestra (Hamasaka et
al., 2004). Algunos de los mecanismos antimicrobianos que
pueden presentar los flavonoides (compuestos detectados
en los propoleos del presente estudio) son la inhibicion de
la motilidad, inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos,
inhibicién de las funciones de la membrana citoplasmatica,
inhibicion del metabolismo energético, inhibicién de la
union y formacion de biopeliculas, inhibicién de las porinas 'y
atenuacion de la patogenecidad (Xie et al., 2015).

CONCLUSIONES

La actividad bioldgica de los extractos etandlicos de
los propdleos del sur de Sonora fue dependiente de la zona
de origen. Las mejores actividades antioxidantes, anti hemo-
liticas y antibacterianas fueron dadas por los extractos EPFV
y EPB quienes a su vez mostraron la mayor concentracion de
fenoles y flavonoides totales. La actividad antiinflamatoria
de los propoleos fue expresada por la protecciéon térmica
que mostraron los diferentes extractos a los eritrocitos para
evitar la hemdlisis, siendo el EP60 el que present6 el mayor
porcentaje de inhibicidn. Este resultado respalda la base para
las formulaciones del propoéleo del sur de Sonora y su uso
como terapia natural alternativo.
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ABSTRACT

Green technologies eliminate the damages caused
by agro-technological wastes to the environment. Our study
aimed to both prevent the environmental harm by olive oil
waste, and produce lipase enzyme, which is an important
biotechnological product. E. faecium E68 obtained from milk
and dairy products was used for lipase enzyme production.
E. faecium E68 was cultured in lipase production medium
containing 10 % olive waste, pH 6.5, at 37 °C with 120 rpm
agitation for 48 h. The effect of temperature, pH metal ion,
surfactant, and NaCl was also determined. The molecular
weight of the partially purified extracellular lipase enzyme
was estimated to be around 19-20 kDa by SDS-PAGE. The
optimum temperature was 45°C, while the enzyme exhib-
ited appreciable thermostability retaining activity at 55°C
for 48h. The optimum lipase activity was at pH 10. One mM
Ca%*, Mn%, Cu?*, Ni**, Zn**, Mg?* and K* ions modulated the
enzyme activity, but was inhibited by Hg?*, SDS and Triton
X-100.The enzyme is halophilic and 25 % NaCl salt increased
the activity.
Keywords: Enterococcus faecium, Lipase activity, Olive oil
waste, lipase.

RESUMEN

Con las tecnologias verdes se eliminan los dafios que
ocasionan los desechos agrotecnolégicos al medio ambien-
te. En nuestro estudio, el objetivo era prevenir el dafio de los
residuos de aceite de oliva al medio ambiente y producir la
enzima lipasa, que es un producto biotecnolégico importan-
te. E. faecium E68 obtenido de leche y productos lacteos se
utilizé en la produccion de la enzima lipasa. E. faecium E68
se desarrollé en medio de produccién de lipasa con un 10
% de orujo de aceituna, pH 6,5, a 37 °C con agitacion a 120
rpm durante 48 h. También se determiné el efecto de la tem-
peratura, el pH del ion metdlico, el surfactante y el NaCl. El
peso molecular de la enzima lipasa extracelular parcialmente
purificada se estimé en alrededor de 19-20 kDa mediante
SDS-PAGE. La temperatura éptima fue de 45 °C, mientras que
la enzima exhibié una termoestabilidad apreciable retenien-
do la actividad a 55°C durante 48 h. La actividad 6ptima de la
lipasa fue a pH10. Los iones Ca?*, Mn?, Cu?*, Ni**, Zn*, Mg>*y
K* (1 mM) modularon la actividad de la enzima, pero fueron
inhibidos por Hg?*, SDS y Triton X-100. La enzima es haléfilay
la sal de NaCl al 25 % aument¢ la actividad.
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INTRODUCTION

By-products generated in the agricultural industry
cause much environmental pollution and adverse health
effects (Hamrouni et al., 2020; Leite et al., 2021). Waste resul-
ting from olive oil extraction creates severe environmental
problems with its highly polluting properties (Mantzavinos
and Kalogerakis, 2005; Sarika et al., 2005). Olive waste con-
tains biodegradable compounds and phytotoxic phenolic
compounds. Phytotoxic wastes correspond to about 80 % of
olive oil production. These phenols tend to change into con-
densed high molecular weight polymers, which are difficult
to degrade on storage (Ayed et al., 2005). For these reasons,
olive oil wastes may lead to acute odor problems and, more
importantly, serious risks for water and soil quality (Mantzavi-
nos and Kalogerakis, 2005; Sarika et al., 2005). Today, with the
increasing awareness of environmental protection, the use of
biomass has gained importance (Hamrouni et al., 2020). Olive
oil waste contains simple and complex sugars, lipids, residual
oil, proteins, and mineral elements, besides phytotoxic was-
tes. These compounds can be directly recovered by chemical
extraction followed by purification (Fki et al., 2005; Papadi-
mitriou et al., 2005). Olive oil waste can be used as the basic
compound for fermentative production processes (Fenice et
al., 2003; Angenent et al., 2004). Various agro-industrial was-
tes have been used for biotechnological purposes, especially
for enzyme production (Mahanta et al., 2008). Lipases are
one of those enzymes, which are commercially important
since they catalyze the hydrolysis of long chain fatty acids to
glycerol and fatty acids.

Most commercial lipases are produced by microorga-
nisms (Babu and Rao, 2007; Treichel et al., 2010; Bharathi and
Rajalakshmi, 2019; Adetunji and Olaniran, 2021). Especially
since the lipase enzyme produced from lactic acid bacteria is
considered safe, it is preferred in the food industry (Meyers et
al., 1996; Liu et al., 2001; Lopes et al., 2002; Couto and Sanro-
man, 2006; Ramakrishnan et al., 2013; 2015; 2016; Sukohida-
yat et al.,, 2018; Dellali et al., 2020; Acu et al., 2021).

In our study, it was aimed to produce, partially purify
and characterize the lipase enzyme from E. faecium E68 strain
in olive oil waste.

Volumen XXIV, Numero 3

DOI: 10.18633/biotecnia.v24i3.1750

Ry
.

~



S
<

Merih-Kivanc: Biotecnia / XXIV (3): 87-93 (2022)

MATERIAL AND METHODS
Bacteria

In the study, Enterococcus faecium obtained from
Eskisehir Technical University microbiology unit was used. E.
faecium E68 was inoculated in M17 broth and incubated at
37 °Cfor 24 h under 10 % CO, conditions. Growing cultures
from M17 broth were inoculated on M17 agar and incubated
at 37 °C for 24 h under 10 % CO, conditions. The morpho-
logical features of the colonies formed after incubation were
examined. Then, the purity of the cultures was checked by
microscopic examination by Gram staining.

Olive oil waste

Olive oil waste with dry matter content of 0.82 g,
nitrogen content of 1.593 % and oil content of 0.036 % was
obtained from olive oil production facilities and used in the
studies.

Lipase production

E. faecium E68 was inoculated onto M17 agar and
incubated at 37 °C for 48 h. It was then inoculated as a single
colony into M17 broth and incubated at 37 °C for 24 h. Cul-
ture was set to an Optical Density (OD) of 1 at 600 nm in the
spectrophotometer. Then, 1 % of the culture was inoculated
into the lipase determination medium.

The study was carried out in 2 parts. In the first part,
without adding olive oil waste to the medium, and in the
second part, by adding 10 % olive oil waste to the medium.

For enzyme production, 500 mL of lipase assay me-
dium was prepared, added with 5 % peptone as nitrogen
source, 3 % glucose as carbon source and other components
(0.1g/L CaSO,, 0.5g/L KH,PO,, 0.1g/L MgSO, x 7H.,O, 1 %
tributrine) and the pH adjusted to 6.5-7. It was incubated for
48 hiin a 37°C shaking oven (120 rpm) under 10 % CO, condi-
tions. After incubation, it was centrifuged at 9,798 x g for 30
min at 4 °C. The cooled acetone was mixed with the obtained
filtrate at a 1:5 ratio, kept at 4 °C for 24 h, and centrifuged at
9,798xg, 4 °C for 15 min.

In the application where olive oil waste is used, the
same processes were applied by adding 10 % olive waste
to the lipase medium (0.1 g/L CaSO,, 0.5 g/L KH_PO,, 0.1 g/L
MgSO, x 7H,0, 1 % tributrine).

Then, 3 mL of the enzyme was placed into the dialysis
tube (Sigma PURX12015), which in turn was placed in Tris
HCI buffer. Tris HCI buffer was changed every 24 h. After 48
h, partially purified enzyme was obtained. Partially purified
enzymes were used in the experiments. Experiments were
carried out in two replicas each.

Assay of lipase activity

Para-nitrophenyl palmitate (p-NPP) method, which is
a spectrophotometric method, was used for lipase activity
determination (Arora, 2013). This method determined lipase
activity by measuring p-NPP at a wavelength of 405 nm in
a spectrophotometer. One unit (U) of lipase activity is the
amount of enzyme that releases 1 umol p-nitrophenol per
unit time (min).
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Determination of the molecular weight of lipase

The protein amount of the lipase enzyme was deter-
mined by the Bradford method (Bradford, 1976) in a spectro-
photometer at 590 nm using Coomassie Brilliant Blue G-250
dye. The molecular weight of the enzyme was determined
by SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) according to the method of Laemmli (1970).

Determination of Factors Affecting Partially Purified Ex-
tracellular Enzyme Activity
Effect of temperature and pH on enzyme activity

To determine the effect of temperature on partially
purified extracellular enzyme activity, the enzyme was incu-
bated for 1 h at 5 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C, 45 °C, 55 °C and
65 °C in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7).

To determine temperature stability, lipase enzyme
was placed in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7) and
incubated at 5 °C, 20 °C, 30 °C, 45 °C and 55 °C for 5 min, 1 h, 4
h, 24 h and 48 h. After cooling, the remaining enzyme activity
was measured (Esteban-Torres et al., 2015).

The effect of pH on lipase activity was determined by
keeping the enzyme in buffers prepared between pH 3-11.
Acetic acid-sodium acetate buffer was used for pH 3-5, sodi-
um phosphate buffer for pH 6, Tris-HCI buffer for pH 7-8, and
glycine NaOH buffer for pH 9 (Esteban-Torres et al., 2015).

In order to determine the enzyme pH resistance, 200
uL of buffers at different pHs were placed in the microtubes.
On top of it, 200 pL of enzyme were added and incubated
at 45 °C for 2 and 3.5 h. The remaining enzyme activity was
determined (Esteban-Torres et al., 2015).

Effect of some surfactants and cations on enzyme activity

To determine the effect of some cations, surfactants,
and solutions on the enzyme activity, MnCL, CuCl,, MgCl,,
KCl, NiCL, CaCl, HgCl,, and ZnCl, of T mM were added, and
the enzyme activity determined at 405 nm in a spectropho-
tometer.

The effect of urea, EDTA, SDS, tween 20, tween 80, and
triton X-100 on enzyme activity was determined by adding 1
pL to the medium (Esteban-Torres et al,, 2015, Ramakrishnan,
etal., 2016).

Effect of salt on enzyme activity

To determine the effect of sodium chloride (NaCl), it
was added to the buffer at concentrations of 0%, 1%, 5 %, 10
%, 15 %, 20 %, 25 % (w/v) and the enzyme activity determined
in spectrophotometer at 405 nm (Esteban Torres et al., 2015).

RESULT AND DISCUSSION

In recent years, producing useful substances from
waste materials has been of great importance. Thus, pro-
ducts with economic importance can also be obtained while
preventing environmental pollution. In the study, it was
determined that olive waste could be used in the nutrient
medium and, in this way, a product of high economic impor-
tance can be obtained.
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The extracellular lipase enzyme obtained without
using olive oil waste and using 10 % olive oil was partially
purified and used in the tests. The wet and dry weights and
protein contents of the obtained lipase enzymes are given in
Table 1.

Table 1. Dry weight and protein amounts of extracellular lipase enzymes
from E. faecium E68.

Tabla 1. Peso seco y concentracion proteica de las enzimas lipasa extracelu-
lares de E. faecium E68

Protein Dry weight Wet weight
(BSA mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Medium 0.315 0.396 1.078
Olive oil waste 0.691 0.360 1.133

The protein amounts in the extracellular enzymes
were found to be 0.315 mg/mL for the lipase enzyme pro-
duced in the medium, while it was 0.691 mg/mL for the
partially purified enzyme produced in olive oil waste.

As a result of E. faecium E68 SDS-PAGE analysis, the
molecular weight of lipase enzymes was determined at
around 19-20 kDa (Figure 1).

=cc3mmm 200.0
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Figure 1. SDS-PAGE analysis of lipase enzymes from partially purified E.
faecium E68. M. marker.

Figura 1. Andlisis SDS-PAGE de enzimas lipasa de E. faecium E68 parcial-
mente purificado. Marcador M.

Lipase enzyme production was performed with E.
faecium E68 in lipase medium containing 10 % olive oil waste
(pH 6.5) after 48 h of incubation at 120 rpm at 37 °C.

Higher enzyme activity was obtained in the extracel-
lular enzyme produced by E. faecium E68 in the fattening
medium where olive waste was used. Lipid sources, such as
natural oils have been shown to stimulate lipase production.
Olive oil is one of the best inducers of lipase production (Za-
revicka, 2012). The presence of a certain amount of olive oil
in olive oil waste stimulated lipase production. The activity
of intracellular and extracellular lipases increases with increa-
sing lipid concentration (Zarevucka, 2012). The reason for the
higher activity of the lipase enzyme produced using olive oil
waste may be related to the increased lipid concentration.

The effects of temperature, pH, cations, and surfac-
tants on the enzyme activity were determined.

The partially purified extracellular enzyme showed
high lipolytic activity between 5 °C and 65 °C. The highest
activity of the enzyme produced in the lipase medium was
between 5 - 20 °C (Figure 2). Partially purified extracellular
enzyme activity obtained with E. faecium E68 in olive waste
was highest at 45 °C (Figure 2). Temperatures above 45 °C
caused a decrease in enzyme activity (Figure 2). It has been
reported that the partially purified extracellular enzyme ob-
tained from E. durans E114 shows maximum activity at 30 - 45
°C (Acu etal., 2021). Maximum activity in the E. faecium lipase
enzyme was observed at 40 °C (Ramakrishnan et al., 2016).
Dellali et al. (2020) reported that the optimum lipase activity
of E. faecium strains was 30-40 °C.
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Figure 2. The effect of temperature on the E. faecium E68 extracellular

lipase enzyme activity. Bl Olive oil waste, ® medium.
Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética de la lipa-
sa extracelular de E. faecium E68. Ml Residuos de aceite de oliva, Il medio.
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Partially purified enzyme activity produced in olive
waste decreased at 20 °C and remained stable at 55 °C, al-
though it was below the optimum activity. The lipase enzyme
produced in the lipase medium maintained its activity at 20
°C (Figure 3). The temperature tolerance of the extracellular
enzyme remained quite stable after an incubation period of
24-48 h at 30-45 °C. Ramakrishnan et al. (2016) reported that
the E. faecium lipase enzyme activity is stable between 30-
70 °C. Researchers have reported that the enzyme activity is
stable at 80-100 °C, and that enzyme activity does not remain
after 100°C. Esteban Torres et al. (2015) observed that the
maximum activity of the L. plantarum esterase enzyme is at
40 °C. They reported that the enzyme showed only 40 % of
its activity at 5 °C, and, after 10 h of incubation at 55 °C and
65 °C, 40 % of the activity remained. Francisco et al. (2019)
reported that the decrease in enzyme activity with tempe-
rature is associated with the change in its three-dimensional
structure. It has been found that the alpha helix decreases
at temperatures above 50 °C. At temperatures above 70 °C,
the beta sheet increases while maintaining a low alpha helix.
Opening the protein results in permanent inactivation and
denaturation (Ismail et al., 2021).

)
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Figure 3. Temperature resistance of E. faecium E68 extracellular lipase
enzyme according to different residence times at different temperatures. A;

olive oil, B; Medium. ™5 min, === 1 h, ====:4h, 24 h, m—
48 h.

Figura 3. Estabilidad a la temperatura de la enzima lipasa extracelular de E.
faecium E68. A; aceite de oliva, B; Medio. ™5 min, === 1h, =4
h, 24 h, ===48 h.

The highest activity of the lipase enzyme, produced
in olive waste and partially purified, was obtained at pH 10
(Figure 4). Partially purified enzymes were alkaline in nature.
The optimum pH was found to be 10. While the lowest activi-
ty is obtained at pH 6, the enzyme has higher activity at pH 3.
Acidic pH activity has been observed for a lipase from E. du-
rans 27 isolated from fish processing waste. Lipase from ED-
27 showed optimal activity at pH 4.6 and at temperature 30
°C (Ramakrishnan et al., 2015). A highly alkaline extracellular
lipase that exhibits maximum hydrolytic activity at pH 10.8
has been reported from E. faecium MTCC5695 (Ramakrishnan
et al., 2016). Dellali et al. (2020) reported that the optimum
activity of the enzyme produced by E. faecium strains is be-
tween pH 6 and 9.
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Figure 4. Effect of pH on the activity of the E. faecium E68 extracellular

lipase enzyme. M Olive oil waste (U/mL), * Medium (U/mL)
Figura 4. Efecto del pH sobre la actividad de la enzima lipasa extracelular

de E. faecium E68. M Residuos de aceite de oliva (U/mL), = Medio (U/mL)

The pH stability of the extracellular enzymes obtained
from E. faecium E68 was determined by incubating them
at different pH values for 2 h and 3.5 h at 45°C. The lipase
produced in olive oil waste by E. faecium E68 remained sig-
nificantly stable after 2 h and 3.5 h at pH 3 (respectively %
77,36 and % 70,79). However, the lipase activity produced
in the lipase production medium was lower at pH 3. Similar
acidic pH activity has been observed for a lipase from E. du-

Volumen XXIV, Numero 3

rans NCIM5427 from fish waste isolated from slaughterhouse
waste (Ramakrishnan et al., 2015). For the enzyme produced
in the lipase production medium, the activity loss was higher
after 2 h and 3.5 h at pH 3. The highest loss of activity was
observed at pH 5. Enzymes remained stable at alkaline pH for
2 hand 3.5 h of standing (Figure 5).
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Figure 5. pH resistance of E. faecium E68 extracellular lipase enzyme
according to different residence times (2 and 3.5 h) at different pH.. Olive
waste 2 h, ™ Olive waste 3,5h; " Medium 2 h, M Medium 3,5 h.

Figura 5. Resistencia al pH de la enzima lipasa extracelular de E. faecium
E68 seguin diferentes tiempos de residencia (2 'y 3,5 h) a diferentes pH. =]

Residuos de aceituna 2 h, ™ Residuos de aceituna 3,5 h; * Medio 2 h, B

Medio 3.5 h.

Lipolytic isoenzymes from a thermophilic Bacillus sp.
have also been observed. It showed optimum activity at pH
8.5 and was reported to be very stable at pH 6.0 - 8.0 (Nawani
and Kaur, 2007).

The effects of some ions and additives on the enzyme
activity are given in Table 2. One mM Ca*, Mn?, Cu?¥, Ni%,
Zn*, Mg?* and K*ions significantly increased the lipase activi-
ties produced in olive oil wastes. Contrary to our findings, Ra-
makrishnan et al. (2015) reported that it significantly reduced
Ca*" and Mg?* lipase activity. Mercury (Hg?*) led to a strong
decrease in lipase activity. In the lipase enzyme produced in
the lipase environment, metals other than Mg decreased the
enzyme activity (Table 2). EDTA, which can affect the inter-
face region between substrate and lipase, increased enzyme
activity, however, some studies have reported that it reduces
activity (Sztajer et al., 1992). The activity of lipase Lp_3562
was strongly inhibited by Hg?*, Cu?* and SDS (Esteban-Tor-
res et al., 2014a). Urea, Hg*?, Mn*?, Cu*?, Ni*2, Zn*? and SDS,
inhibited the activity of the enzyme produced in the lipase
medium. Similarly, Dellali et al. (2020) reported that although
the effect of metal and additive ions on esterase activity
varies from bacteria to bacteria, they inhibit SDS, NaN,, CuCl,,
EDTA, AgNO, and HgCl, enzyme activity.

While Triton X-100 and Tween 80 of surfactants
increased enzyme activity, Tween 20 and SDS decreased
enzyme activity.

This enzyme has high salt resistance and shows halo-
philic properties, an important feature in the preparation
of foods. Even an increase in enzyme activity was observed
(Figure 6). The salt resistance of this enzyme is high, and it
showed halophilic properties. This feature is important for
the preparation of foods.
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Figure 6. Effect of sodium chloride on the lipolytic activity of E. faecium
E 68.
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Figura 6. Efecto del cloruro de sodio sobre la actividad lipolitica de E.
faecium E 68.

Residuos de aceite de oliva; © medio.

Table 2. Effect of additives on the lipolytic activity of E. faecium E 68.
Tabla 2. Efecto de aditivos sobre la actividad lipolitica de E. faecium E 68.

Additives

Relative activity (%)

Medium Olive oil waste
Control 100 100
Hgdl, 41.7 48.9
Cacl, 104.7 79.3
MndCl, 112.8 88.2
Cudl, 133.9 85.8
NiCl, 110.0 86.1
KCl 130.8 90.9
ZnCl, 105.2 89.2
MgCl, 150.9 1233
EDTA 101.4 108.4
Urea 128.7 92.8
SDS 873 91.2
TritonX-100 81.5 120.5
Tween20 104.6 93.5
Tween80 105.4 128.5

The lipase enzyme produced in olive waste is promis-
ing in the food industry due to its resistance to 55 °C for 48 h,
not losing its activity at low temperatures, and its halophilic
properties. The use of these lipases is important as they can
provide some advantages in food production.

The activity of lipase enzyme produced in olive oil
waste was higher. The reason for this may be the presence
of a small amount of olive oil residue in it. Olive oil has a
significant effect for increasing lipase activity. It has been
reported that the most suitable inducer in lipase production
is olive oil. This has been associated with high levels of un-
saturated grade free fatty acids, particularly oleic acid, in oil
(Amenaghawon et al., 2022). This has been shown to facilitate

cell growth and consequently increase both intracellular and
extracellular lipase activity (Suci et al., 2018). A similar obser-
vation was reported by Brozzoli ve ark. (2009) and Rajendran
and Thangavelu (2012).

CONCLUSION

The results revealed that natural substrate such as
olive oil waste has good inducing properties for lipase syn-
thesis. Therefore, it may be beneficial to use olive oil waste
as a cost-effective source for lipase production. The relative
stability of E. faecium E68 lipase at high temperatures may
make it usable for biotechnological processes, as enzymes
that can withstand high temperatures longer, attract the
attention of industries. It is important that the lipase enzyme
produced by E. faecium E68 has high activity at 45 °C and pH
10, as well as showing activity in acidic conditions such as
pH 3. It is promising in the food industry with its resistance
to 55 °C for 48 h, its effectiveness at low temperatures and
its halophilic feature. Olive oil can be an important substrate
for waste lipase production. Thus, environmental pollution
can be prevented, and a biotechnological product is also
obtained.

CONFLICTS OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

REFERENCES

Acu, E., Kilig, V., and Kivang, M. 2021. Production and
characterization of extracellular lipase from Enterococcus
durans. The J of Food 46(2):474-487 doi: 10.15237/gida.
GD21020.

Adetunji, A.l, and Olaniran, A.O. 2021. Production strategies and
biotechnological relevance of microbial lipases: a review.
Braz J Microbiol 52(3):1257-1269. doi: 10.1007/s42770-021-
00503-5.

Amenaghawon, A.N., Orukpe, PI., Nwanbi-Victor, J., Okedi, M.O.,
and Aburime, E.I. 2022. Enhanced lipase production from
a ternary substrate mix of agricultural residues: A case of
optimization of microbial inducers and global sensitivity
analysis. Bioresour Technol Reports 17, 101000. doi.
org/10.1016/j.biteb.2022.101000.

Angenent, L.T., Karim, K., Al-Dahhan, M.H., Wrenn, B.A., and
Domiguez-Espinosa, R. 2004. Production of bioenergy
and bio-chemicals from industrial and agricultural
wastewater. Trends Biotechnol 22:477-485. doi: 10.1016/j.
tibtech.2004.07.001.

Arora, PK. 2013. Staphylococcus lipolyticus sp. nov., a new
cold-adapted lipase producing marine species. Annals of
Microbiology, 63(3), 913-922. doi: 10.1007/s13213-012-
0544-2

Ayed, L., Assas, N., Sayadi, S. and Hamdi, M. 2005. Involvement
of lignin peroxidase in the decolourization of black olive
millwastewaters by Geotrichum candidum. Lett Appl
Microbiol 40:7-11. doi:10.1111/j.1472-765X.2004.01626. x.

Babu, I.S. and Rao, G.H. 2007. Lipase production by Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 in solid state fermentation using mixed
substrate. Research Journal of Microbiology, 2(5), 469-474.
doi:10.3923/JM.2007.469.474.

)
Volumen XXIV, Nimero 3 ~<§;(2
91

>

g
|\ —



Merih-Kivanc: Biotecnia / XXIV (3): 87-93 (2022)

Bharathi, D., and Rajalakshmi, G. 2019. Microbial lipases: an
overview of screening, production and purification. Biocatal
Agric Biotechnol 22:101368 doi:10.1016/j.bcab.2019.101368

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry,
72(1-2), 248-254.

Brozzoli, V., Crognale, S., Sampedro, |., Federici, F, D’Annibale,
A., and Petruccioli, M. 2009. Assessment of olive-mill
wastewater as a growth medium for lipase production by
Candida cylindracea in bench-top reactor. Bioresour.Technol.
100, 3395-3402. doi: 10.1016/j.biortech.2009.02.022.

Couto, S.R., Sanroman, M.A. 2006. Application of solid-state
fermentation to food industry—a review. J Food Eng. 76:
291-302. doi:10.1016/J.JFOODENG.2005.05.022

Dellali, A., Karam, Z.H. and Karam, N.E., 2020. Lipase and esterase
activities of lactic acid bacteria isolated from different
biotopes. African J of Biotechnol 19(4):156-164. doi: 10.5897/
AJB2020.17106.

Esteban-Torres, M., Mancheno, J. M., de las Rivas, B., and Munoz,
R. 2015. Characterization of a halotolerant lipase from the
lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum useful in food
fermentations. LWT-Food Sci and Technol, 60(1): 246-252.
doi:10.1016/J.LWT.2014.05.063

Fenice, M., Sermanni, G.G., Federici, F,, and D'Annibale, A., 2003.
Submerged and solid-state bioprocesses forlaccase and
manganese-peroxidase production by Panustigrinuson
olive-mill wastewater-based media. J Biotechnol 100:77-85.
doi: 10.1016/50168-1656(02)00241-9.

Filipe, D., Fernandes, H., Castro, C., Peres, H., Oliva-Teles, A., Belo,
I, and Salgado, J.M. 2020. Improved lignocellulolytic enzyme
production and antioxidant extraction using solid-state
fermentation of olive pomace mixed with winery waste.
Biofuels Bioprod. Biorefining-Biofpr. 14:78-91. doi: 10.1002/
bbb.2073.

Fki, I., Allouche, N. and Sayadi, S. 2005. The use of polyphenolic
extract, purified hydroxytyrosol and 3,4-dihydroxyphenyl
acetic acid from olive mill wastewater for the stabilization
of refined oils: a potential alternative to synthetic
antioxidants. Food Chem 93:197 - 204. doi:10.1016/J.
FOODCHEM.2004.09.014

Francisco, C.C,, Luis, C.J., Marina, E.J., Javier, C.F, Alexis, L.A., Del
Carmen, S.H., and Alfredo, R.l.. 2019. Effect of temperature
and pH on the secondary structure and denaturation
process of jumbo squid hepatopancreas cathepsin D.
Protein Pept Lett. 26(7):532-541. doi: 10.2174/09298665266
66190405124353.

Hamrouni, R, ClaeysBruno, M., Molinet, J., Masmoudi, A.,
Roussos, S., and Dupuy, N. 2020. Challenges of enzymes,
conidia and 6-pentyl-alpha-pyrone production from
solid state fermentation of agroindustrial wastes using
experimental design and T. asperellum strains. Waste and
Biomass Valorization 11:5699-5710. doi:10.1007/512649-
019-00908-2.

Ismail, A.R., Kashtoh. H., and Baek, K.H. 2021. Temperature-
resistant and solvent-tolerant lipases as industrial
biocatalysts: Biotechnological approaches and applications.
Int J Biol Macromol. 187:127-142. doi: 10.1016/j.
ijbiomac.2021.07.101.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of bacteriophage T4. Nature, 227, 680-
885.

(
3‘5’2‘ Volumen XXIV, Numero 3

Leite, P, Salgado, J.M., Venancio, A, Dominguez, J.M., and
Belo, I. 2016. Ultrasounds pretreatment of olive pomace
to improve xylanase and cellulase production by solid-
state fermentation. Bioresour Technol 214:737-746. doi:
10.1016/j.biortech.2016.05.028

Leite, P, Sousa, D., Fernandes, H., Marta Ferreira, M., et al. 2021.
Recent advances in production of lignocellulolytic enzymes
by solid-state fermentation of agro-industrial wastes.
Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry
27:100407. doi: 10.1016/j.cogsc.2020.100407.

Liu, S.Q, Holland, R., Crow, V.L. 2001. Purification and properties
of intracellular esterases from Streptococcus thermophilus.
International Dairy Journal 11:27-35. doi:10.1016/50958-
6946(01)00035-8.

Lopes, M.ES,, Leitao, A.L,, Regalla, M., Marques, J.J.F., Carrondo,
MJ.T., and Crespo, M.T.B. 2002. Characterization of a
highly thermostable extracellular lipase from Lactobacillus
plantarum. Int J of Food Microbiol 76:107-115. doi: 10.1016/
s0168-1605(02)00013-2.

Mahanta, N., Gupta, A., Khare, S.K. 2008. Production of protease
and lipase by solvent tolerant Pseudomonas aeruginosa
PseA in solid-state fermentation using Jatropha curcas seed
cake as substrate. Bioresour. Technol. 99, 1729-1735. doi:
10.1016/j.biortech.2007.03.046.

Mantzavinos, D. and Kalogerakis, N. 2005. Treatment of olive
milleffluents. Part |. Organic matter degradation by chemical
and biological processes. An overview. Environ Int 31:289-
295.doi:10.1016/J.ENVINT.2004.10.005

Meyers, S.A., Cuppett, S.L., and Hutkins, RW. 1996. Lipase
production by lactic acid bacteria and activity on butter
oil. Food Microbiology 13(5):383-389. DOI:10.1006/
FMIC.1996.0044

Nawani, N., and Kaur, J. 2007. Studies on lipolytic isoenzymes
from a thermophilic bacillus sp: production, purification and
biochemical characterization. Enzym. Microb. Technol. 40,
881-887. doi: 10.1016/j.enzmictec.2006.07.006.

Papadimitriou, V., Maridakis, G.A., Sotiroudis, T.G. and Xenakis, A.
2005. Antioxidant activity of polar extracts from olive oil and
olive mill wastewaters: an EPR and photometric study. Eur
J Lipid Sci Technol 107:513-520. doi:10.1002/€jlt.200501165

Rajendran, A., Thangavelu, V., 2012. Optimization and modeling
of process parameters for lipase production by Bacillus
brevis. Food Bioprocess Technol. 5, 310-322. doi:10.1007/
$s11947-010-0387-4

Ramakrishnan, V., Goveas, L.C., Suralikerimath, N., Jampani, C,,
Halami, PM., Narayan, B. 2016. Extraction and purification
of lipase from Enterococcus faecium MTCC5695 by PEG/
phosphate aqueous-two phase system (ATPS) and its
biochemical characterization. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology 6:19-27. doi: 10.1016/j.bcab.2016.02.005

Ramakrishnan, V., Goveas, L.C.,Narayan, B.,and Halami, PM.2013.
Comparison of lipase production by Enterococcus faecium
MTCC 5695 and Pediococcus acidilactici MTCC 11361 using
fish waste as substrate: optimization of culture conditions
by response surface methodology. ISRN Biotechnology ID
980562, doi:10.5402/2013/980562

Ramakrishnan, V., Goveas, L.C., Halami, PM., Narayan, B. 2015.
Kinetic modeling, production and characterization of an
acidic lipase produced by Enterococcus durans NCIM5427
from fish waste. J Food Sci Technol 52(3):1328-1338 doi:
10.1007/513197-013-1141-1145.




Merih-Kivanc: Production of extracellular lipase by Enterococcus faecium E68 / XXIV (3): 87-93 (2022)

Sarika, R., Kalogerakis, N. and Mantzavinos, D. 2005. Treatment
of olive mill effluents. Part Il. Complete removal of solids by
direct flocculation with poly-electrolytes. Environ Int 31:297-
304. doi:10.1016/j.envint.2004.10.006.

Suci, M., Arbianti, R, Hermansyah, H. 2018. Lipase production
from Bacillus subtilis with submerged fermentation using
waste cooking oil. In: IOP Conference Series: Earth and
Environmental Science. Institute of Physics Publishing, p.
12126.doi:10.1088/1755-1315/105/1/012126.

Sukohidayat, N.H.E., Zarei, M. , Baharin, B.S., and Manap, M.Y.
2018. Purification and characterization of lipase produced
by Leuconostoc mesenteroides Subsp. mesenteroides ATCC
8293 using an aqueous two-phase system (ATPS) composed
of triton X-100 and maltitol. Molecules 23, 1800; doi:10.3390/
molecules23071800

Sztajer, H., Lunsdorf, H., Erdmann, H., Menge, U., Schmid, R.
1992. Purification and properties of lipase from Penicillium
simplicissimum. Biochim. Biophys. Acta 1124: 253-261. doi:
10.1016/0005-2760(92)90137-k.

Treichel, H., Oliveira, D., Mazutti M.A., Luccio, M.D., Oliveira,
J.V. 2010. A Review on microbial lipases production. Food
Bioprocess Technol 3:182-196 doi: 10.1007/511947-009-
0202-2

Zarevucka, M. 2012. Olive Qil as Inductor of Microbial Lipase,
Olive Oil- Constituents, Quality, Health Properties and
Bioconversions, Dr. Dimitrios Boskou (Ed.), ISBN: 978-953-
307-921-9, InTech, Available from: http://www.intechopen.
com/books/olive-oil-constituents-quality-health-
properties-and-bioconversions/olive-oil-as-inductor-of-
microbial-lipase.

)Y
¢

Volumen XXIV, Niumero 3 ‘ ;‘



$
\

7

‘%L
Soa

Bilotecnia

Revista de Ciencias Biologicas y de la Salud
http://biotecnia.unison.mx

Universidad de Sonora
“El saber de mis hijos hara
mi grandeza”

Caracterizacion quimica y funcional de harinas de frijol crudo y cocido
de las variedades Pinto Saltillo y Negro, procedentes
del Estado de Durango

Chemical and functional characterization of raw and cooked bean flours from the Pinto Saltillo
and Black varieties, from the State of Durango

Soto-Quifiones MC, Ochoa-Martinez LA*, Gonzalez-Herrera SM, Rutiaga-Quifiones OM, Gonzalez-Laredo RF
Tecnolégico Nacional de México/ Instituto Tecnolégico de Durango, Departamento de Ingenierias Quimica y Bioquimica,
Blvd. Felipe Pescador 1830, Nueva Vizcaya, 34080 Durango, México

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue llevar a cabo la
caracterizacion quimica y determinar la capacidad de ab-
sorcion de agua y aceite de las harinas de dos variedades de
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en el estado de
Durango, México. Las harinas se obtuvieron a partir de frijol
crudo y cocido. Los contenidos de proteina y almidén total
fueron significativamente mayores en muestras cocidas que
en crudas. Por el contrario, el contenido de almiddn resisten-
te disminuyd considerablemente en las muestras tratadas
térmicamente, variando de 10.7 a 37.2 g/100 g en harinas de
frijol crudo y de 6.6 a 9.3 g/100 g en harinas de frijol cocido.
De manera general, el contenido de fibra dietaria total en
harina de frijol crudo fue menor (37.2 a 53.9 %) que en harina
de frijol cocido (33.9 a 56.4 %), incrementandose la fraccion
soluble de 4.7 a 8.9 % en las harinas cocidas. Las capacida-
des de absorcién de agua y de aceite fueron mayores en las
muestras cocidas. Este estudio aporta conocimiento sobre la
composiciéon quimica de las variedades de frijol estudiadas y
la funcionalidad de sus harinas.
Palabras clave: Almidon, frijol cocido, frijol crudo, fibra die-
taria, proteina.

ABSTRACT

The objective of the present work was to carry out
the chemical characterization, and to determine the water
and oil retention capacities, of flours from two common
bean varieties (Phaseolus vulgaris L.) cultivated in the state of
Durango, México. Flours were obtained from raw and cooked
beans. Protein and total starch contents were significantly
higher in cooked samples than raw flours. On the contrary,
the resistant starch content decreased considerably in heat-
treated samples, ranging from 10.7 to 37.2 g/100 g in raw
beans flours and from 6.6 to 9.3 g/100 g in cooked beans
flours. In general, the total dietary fiber content was lower in
raw flour (37.2 to 53.9 %) than in cooked flour (33.9 to 56.4 %)
with an increase in the soluble fraction between 4.7 to 8.9 %
in cooked samples. The water and oil absorption capacities
were higher in the cooked samples. This study contributes
to the knowledge of the chemical composition of the two
beans varieties studied and the functionality of their flours.
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INTRODUCTION

Worldwide, common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the
most widely consumed and cultivated legume due to their
accessibility, high nutritional quality and low cost. Beans
and corn are a fundamental part of the daily diet of most
Mexicans. Common bean has been classified as an almost
perfect food, since it is an excellent source of starch, protein,
dietary fiber, minerals, vitamins, polyunsaturated fatty acids
and a large number of bioactive compounds (Du et al., 2014;
Palacio-Marquez et al, 2021). Depending on the variety,
protein content varies from 14 to 33 %, while carbohydrate
content ranges from 52 to 76 %, with starch being the main
fraction of carbohydrates. The amount of total fiber (soluble
and insoluble) varies from 29.0 to 46.8 %. It has a low content
of lipids (1.0 - 2.8 %) (Kan et al., 2017).

Castro-Rosas et al. (2016) studied the effect of the
harvest year and the cultivar in the physical properties of
the Bayo Victoria (BV), Negro San Luis (NSL) and Pinto Saltillo
(PS) varieties and they found that the harvest year affected
protein, crude fiber, ash and carbohydrate contents. The hig-
hest protein content was found in BV. Fernandez-Valenciano
and Sanchez-Chavez (2017) studied the physicochemical
properties and nutritional quality of the main bean varieties
consumed and produced in Mexico (Bayo, Negro, Peruano,
Flor de mayo, alubia and pinto, as well as a green bean varie-
ty) finding significant differences in the nutritional content of
the different bean varieties studied.

Heat treatment causes changes in the physicochemi-
cal characteristics of grains (Castro-Rosas et al., 2016). Hence,
it is interesting to know how the thermal process causes a
significant alteration in the chemical composition of legu-
mes. Sanchez-Velazquez et al. (2021) reported an increase in
protein digestibility. Naozuka and Oliveira (2012) reported
that thermal treatment, specifically domestic cooking, indu-
ced a perceptible decrease in the protein content. Ramirez-
Cérdenasi et al. (2008) showed that the protein concentration
increased slightly as a consequence of the cooking effect
and that the applied process affected the protein content,
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depending on the cultivar. It has been reported that cooking
reduced the resistant starch and increased the digestible
starch (Corzo-Rios et al., 2020; Wainaina et al., 2021), impro-
ved dietary fiber solubility and decreased insoluble dietary
fiber (Chenetal.,2014; Ullah et al.,2018). Also, diverse authors
have reported that the heat treatment enhanced the functio-
nal properties, including water absorption capacity and oil
absorption capacity (Rocha-Guzman et al., 2008; Peyrano et
al., 2016; Lin and Fernandez-Fraguas, 2020).

In 2019, México was the seventh largest bean produ-
cer worldwide, with a production of 879, 404 t, of which more
than 60 % was obtained from the states of Zacatecas (29.2 %),
Sinaloa (20.9 %), Nayarit (7.3 %), Chiapas (7 %), Chihuahua (7
%) and Durango (6 %) (Servicio de Informacién Agroalimen-
taria y Pesquera, 2020). The state of Durango stands out in
the generation of bean varieties with a high impact from the
productive and commercial point of view in Mexico (Rosales-
Serna et al., 2019). The most important commercial classes of
beans produced in Durango are pinto, black, canario (garban-
cillo) and flor de mayo (Rosales et al., 2009). The pinto bean,
mainly the pinto Saltillo variety, is considered by farmers as
the most important productive option due to its commercial
success (Avila et al., 2009; Rosales et al.,, 2020b). The black
bean is the second in productive importance (Rosales-Serna
et al., 2019). A gradual increase in the area cultivated with
black beans has been observed since 2016, especially with
the Negro San Luis variety. This variety is appreciated for its
high yield potential and long shelf life of grains (Rosales et
al., 2020a).

The relevance of genetic variation in beans lies in its
chemical characteristics, since depending on the genetic
material, the nutritional and non-nutritional components
will be found in higher or lower concentrations (Corzo-Rios
et al., 2020). For this, it is important to know the differences
in the chemical composition of the different bean varieties,
which are caused by different cultivation conditions, loca-
tions, climates, etc., typical of each region, as they have an
impact on the response to the processing conditions and to
the consumer acceptance and preference.

In this context, the objective of this study was to
evaluate the levels of moisture, starch, protein and dietary
fiber, as well as functional properties such as water absorp-
tion capacity and oil absorption capacity, of flours from raw
and cooked beans of two varieties commonly cultivated in
Mexico, especially in the State of Durango.

MATERIALS AND METHODS
Samples

The common bean samples were provided directly by
farmers and were obtained from the 2016-2018 harvests at
13 different locations of the state of Durango, Mexico. Nine
samples corresponded to Pinto Saltillo variety and were
obtained from the towns of Alvaro Obregon (AO-PS), Calixto
Contreras (CC-PS), Dr. Castillo del Valle (DCV-PS), Estacidn
Progreso (EP-PS), Ignacio Ramirez (IR-PS), Jesus Agustin Cas-

tro (JAC-PS), Luis Moya (LM-PS), Ramén Corona (RC-PS) and
Santa Catalina de Sena (SCS-PS). Four samples corresponded
to the Black variety, obtained from Calixto Contreras (CC-
B), Durango (DD-B) and Ignacio Allende (IA-B1 and IA-B2,
harvested in 2016 and 2017, respectively). Once received,
samples were stored in hermetic bags and refrigerated at 4
°C until analysis and processing.

Sample preparation

At least 1.5 Kg of bean grains from each locality were
manually selected to remove external material, immature
seeds, and damaged grains. Subsequently, they were washed
with tap water and dried at room temperature. Each sample
was divided into two batches; the first batch, without heat
treatment (raw), was ground (IKA Werke Mill, MF10 Basic, 1
mm mesh) to obtain a flour with a particle size of 1 mm, and
the second batch was subjected to heat treatment (cooked)
in a conventional pressure cooker (14.7 psi) for 60 min (based
in preliminary work). The cooked beans were frozen and
lyophilised (Freeze Dry System, FreeZone 45, Labconco, USA;
-45° C, 0.133 mBar) and subsequently ground to a flour with
a particle size of T mm.

Chemical determinations

The following measurements were performed in
raw and cooked flour samples. Nitrogen content was deter-
mined by the Kjeldahj method (digestion, distillation and
titration) (method A.O.A.C 979.09; A.O.A.C., 2005) using a
micro Kjeldahl Labconco equipment. Protein content was
determined using the conversion factor of 6.25. Moisture
content was determined by the thermobalance method
(NMX-F-428-1982). The contents of resistant starch (RS) and
total starch (TS) were determined enzymatically (Megazyme
enzyme kit K-RSTAR-100A 08/1, Megazyme, Ireland). The con-
tents of total dietary fiber, soluble fiber and insoluble fiber
were also determined enzymatically (Megazyme enzyme kit
K-TDFR-200A 04/17, Megazyme, Ireland). Water absorption
capacity (WAC), water absorption index (WAI) and oil absorp-
tion capacity (OAC) were determined at room temperature
according to Rocha-Guzman et al. (2008).

Statistical analysis

Each analysis was performed with at least two and in
some cases up to four replicates. The results were subjected
to an analysis of variance (ANOVA) and the comparison of
means was performed by Tukey’s test, using the software
package Minitab 18 (Version 18.1 for Microsoft Windows 10)
with p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Chemical composition

The contents of protein and moisture in raw- and
cooked-bean flours are presented in Table 1. Protein content
in Pinto Saltillo and Black flours ranged from 13.0 to 16.7
g/100 g. Cooking caused a slight increase (12.9 to 19.0 %)
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Tabla 1. Contenido de proteina y humedad en harinas de frijol crudo y cocido de las variedades
Pinto Saltillo y Negro (g / 100 g de muestra).

Table 1. Protein and moisture content in raw and cooked bean flours of the Pinto Saltillo and
Black varieties (g / 100 g of sample).

Sample Protein Moisture (Flour)
Raw Cooked Raw Cooked

AO-PS 13.13 + 0.00%¢ 15.13 + 0.098< 8.70 £ 0.28%¢f 2.70 £ 0.14%
CC-PS 12.97 £ 0.47* 14.98 + 0.48%>¢ 11.65 +£0.21% 3.25 £ 0.49%
DCV-PS 13.25 + 0.62%¢ 14.89 + 0.004* 9.75 + 0.07A 3.35+1.20%
EP-PS 15.44 + 0.96** 17.19 + 0.34% 7.10 £ 0.42%9 2.70 £ 0.14%
IR-PS 14.26 + 0.014¢ 12.89 + 0.445¢ 7.95+0.214%9 6.60 + 0.14%
JAC-PS 14.87 £ 0.60%< 18.99 + 0.14% 11.15 £ 0.36" 2.65+0.21%
LM-PS 14.07 + 0.048*¢ 15.83 + 0.30*° 9.90 + 0.00" 3.45+1.91%
RC-PS 16.65 + 0.74* 15.85 + 0.82"° 9.75 £ 0.07A« 6.50 + 0.14%
SCS-PS 14.18 + 0.65%> 16.20 + 0.95%° 8.80 + 0.42"<f 3.35+1.06%
CC-B 14.61 + 0.0078< 16.61 + 0.00"* 11.05 + 0.074* 3.05+0.21%
DD-B 14.10 £ 0.13%¢ 14.46 + 0.47"> 10.30 £ 0.00%¢ 3.90 + 0.42°%
IA-B1 14.86 + 0.024b¢ 15.25 + 0.23%¢ 9.00 + 0.14A 2.85 +0.07%
IA-B2 15.48 + 0.214® 16.19 + 1.94% 1055 2= @07= 3.15 £ 0.07%

Data represent the means + standard deviation. Data connected by different capital letters in
the same row indicate significant differences (p < 0.05) between treatments (raw and cooked).
Data connected by different lowercase letters in the same column indicate statistical differenc-
es (p < 0.05) between varieties. Analyzes were performed in triplicate. (AO-PS: Alvaro Obregén-
Pinto Saltillo; CC-PS: Calixto Contreras-Pinto Saltillo; DCV-PS: Dr. Castillo del Valle-Pinto Saltillo;
EP-PS: Estacion Progreso-Pinto Saltillo; IR-PS: Ignacio Ramirez-Pinto Saltillo; JAC-PS: Jesus
Agustin Castro-Pinto Saltillo; LM-PS: Luis Moya-Pinto Saltillo; RC-PS: Ramén Corona-Pinto Salti-
llo; SCS-PS: Santa Catalina de Sena-Pinto Saltillo; CC-B: Calixto Contreras-Black; DD-B: Durango-
Black; IA-B1: Ignacio Allende-Black 2016; IA-B2: Ignacio Allende-Black 2017).

in protein content. Similar results have been reported by
Campos-Vega et al. (2009), and Wang et al. (2010). The high-
est protein content was found in the Pinto Saltillo variety,
specifically in RC-PS (raw) and JAC-PS (cooked) samples. Heat
treatment of legumes (such as cooking) improves protein
quality due to inactivation of thermolabile anti-nutritional
factors and the heat-induced structural changes that facili-
tate proteolysis (Wainaina et al., 2021). The protein content
increase in cooked-bean flours is attributed to the loss of
soluble solids during cooking, increasing the availability of
protein (Wang et al., 2010).

The highest moisture content was observed in sample
CC-PS (11.7 %), followed by JAC-PS (11.2 %). Senthilkumar et
al. (2018) reported a moisture content of up to 15 % as the
recommended optimum for storing raw beans for up to 1
year, which was met in our study. The differences found in
moisture content are most likely related to crop, environ-
mental conditions and soil characteristics (Garcia-Diaz et al.,
2018).

The contents of resistant starch (RS) and total starch
(TS) in raw- and cooked-bean flours are presented in Table 2.
The highest values of resistant and total starch were found
in the samples of the Pinto Saltillo variety. The samples with
the highest contents of resistant starch were RC-PS (raw) and
IR-PS (cooked). The RC-PS and CC-PS samples had the highest
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contents of total starch, in raw and cooked form, respectively.
The content of resistant starch was higher in raw samples.
This suggests that heat generated during seed grinding
was insufficient for starch gelatinization (Garcia-Alonso et
al., 1998). The content of resistant starch in raw and cooked
flours varied from 10.7 to 37.2 g/100 g and from 6.6 to 9.3
g/100 g, respectively. The total starch content ranged from
15.4 to 51 g/100 g in untreated samples and from 34.9 to
51.3 g/100 g in heat-treated samples, values similar to those
reported previously (Wang et al., 2010; Fabbri et al., 2016).
The general increase in most starch fractions and
reduction in resistant starch could be attributed to an im-
proved availability and digestibility by effect of heat treat-
ment, which caused deterioration or disruption of cell walls,
resulting in gelatinization and dispersion of starch molecules
making them more prone to digestive enzymes attack (Eyaru
et al., 2009; Singh et al., 2016). The compositional variability
observed for the tested samples might also be associated
with differences in growing conditions. Furthermore, interac-
tions between proteins and starch could further contribute to
lower digestibility of legumes (Rebello et al., 2014). Cooking
reduces the resistant starch content and increases the Rapid
Digestible Starch content (Wainaina et al., 2021), however,
the extent of this reduction varies with cooking methods.
Yadav et al. (2010) reported a lower resistant starch content
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Tabla 2. Contenido de almidon resistente y almidén total en harinas de frijol crudo y cocido de las variedades Pinto Saltillo
y Negro (g / 100 g de muestra).
Table 2. Content of resistant starch and total starch in raw and cooked bean flours of the Pinto Saltillo and Black varieties

(g /100 g of sample).
Sample Resistant Starch Total Starch
Raw Cooked Raw Cooked
AO-PS 18.96 + 0.014¢f 7.59 + 0.508 24.87 £ 0.098¢ 42.90 + 1.26%b¢
CC-PS 24.42 + 2.18R0d 7.17 £ 0.058 30.74 + 2.008%¢ 51.29 + 0.90%
DCV-PS 19.62 + 0.27Adef 6.74 +1.97% 25.52 + 0.548ce 51.01 £ 3.53%®
EP-PS 13.73 £ 0.16%9" 7.32 £ 0.08% 23.02 +0.155f 40.30 + 0.89¢
IR-PS 20.87 + 0.45A% 9.33 + 1.55% 28.26 + 0.148cde 35.74 £ 2.03%
JAC-PS 28.14 +0.79" 7.02 £ 0.24% 34,63 +0.17% 35.68 + 3.894
LM-PS 26.37 + 1.18A" 7.45 +0.108 30.63 £ 1.944¢ 34.86 + 2.13%¢
RC-PS 37.19 £ 2.44% 7.51 £0.05% 50.98 + 1.98% 38.39 + 1.89%
SCS-PS 17.42 + 0.32%<f0 6.62 +0.285% 29.00 + 1.98A« 36.44 + 3.43%¢
CC-B 11.86 £ 0.184" 8.14 £ 0.76% 18.47 £0.1159 42.16 + 2.85%3®¢
DD-B 10.76 + 0.66"" 8.95 + 0.92% 15.42 £ 0.39% 44.81 + 2.214b¢
IA-B1 15.6 + 0.534fh 7.10 £ 0.93% 26.46 + 0.898de 41.85 + 4.56%b¢
IA-B2 21.94 £ 2.46%< 7.46 +0.255 30.53 £ 2.948kc 44.59 + 3.894b¢

Data represent the mean + standard deviation. Data connected by different capital letters in the same row indicate
significant differences (p < 0.05) between treatments (raw and cooked). Data connected by different lowercase letters in
the same column indicate statistical differences (p < 0.05) between varieties. Analyzes were performed in quadruplicate.
(AO-PS: Alvaro Obregén-Pinto Saltillo; CC-PS: Calixto Contreras-Pinto Saltillo; DCV-PS: Dr. Castillo del Valle-Pinto Saltillo;
EP-PS: Estacion Progreso-Pinto Saltillo; IR-PS: Ignacio Ramirez-Pinto Saltillo; JAC-PS: Jesus Agustin Castro-Pinto Saltillo; LM-
PS: Luis Moya-Pinto Saltillo; RC-PS: Ramoén Corona-Pinto Saltillo; SCS-PS: Santa Catalina de Sena-Pinto Saltillo; CC-B: Calixto
Contreras-Black; DD-B: Durango-Black; IA-B1: Ignacio Allende-Black 2016; IA-B2: Ignacio Allende-Black 2017).
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Figura 1. Contenido de fibra dietaria soluble (FDS), insoluble (FDI) y total (FDT) en harinas de frijol crudo y cocido de las varieda-
des Pinto Saltillo y Negro.

Figure 1. Content of Soluble (SDF), Insoluble (IDF) and Total Dietary Fiber (TDF) in raw and cooked bean flours of the Pinto Saltillo
and Black beans varieties.

Data indicate the mean + standard deviation. Analyzes were performed in duplicate (AO-PS: Alvaro Obregdn-Pinto Saltillo; CC-PS:
Calixto Contreras-Pinto Saltillo; DCV-PS: Dr. Castillo del Valle-Pinto Saltillo; EP-PS: Estacion Progreso-Pinto Saltillo; IR-PS: Ignacio
Ramirez-Pinto Saltillo; JAC-PS: Jesus Agustin Castro-Pinto Saltillo; LM-PS: Luis Moya-Pinto Saltillo; RC-PS: Ramén Corona-Pinto
Saltillo; SCS-PS: Santa Catalina de Sena-Pinto Saltillo; CC-B: Calixto Contreras-Black; DD-B: Durango-Black; IA-B1: Ignacio Allende-
Black 2016; IA-B2: Ignacio Allende-Black 2017).
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in pressure cooked legumes compared to boiled legumes be-
cause it caused a more uniform and complete gelatinization.

Figure 1 shows the contents of soluble (SDF), insoluble
(IDF) and total dietary fiber (TDF) in raw- and cooked-bean
flours. The highest SDF content was found in the Pinto Saltil-
lo variety, specifically in samples SCS-PS (raw) and AO-PS
(cooked). The highest IDF content was found in the Black va-
riety, specifically in samples IA-B2 and CC-B (raw and cooked,
respectively), and the highest TDF content was found in the
Black variety, in samples IA-B2 (raw) and CC-B (cooked).

Cooked samples had an SDF content of 4.7 to 8.9 %,
which was higher than that of raw samples. Heat treatment
induces structural disintegration and a high degree of frag-
mentation of the food matrix, which allows more water mol-
ecules to interact with other compounds through hydrogen
bonds, improving compound solubility, water retention and
swelling capacity (Chen et al., 2014).

The IDF contents in raw- and cooked-samples were
35.7-51.0 % and 24.7-51.8 %, respectively, showing a tenden-
cy to decrease with heat processing except for the JAC-PS
sample. IDF content represents around 93-97 % of the TDF
content in legumes, and therefore, SDF represents a smaller
proportion (3-7 %) of the dietary fiber content in beans.
Therefore, if an increasing or decreasing trend is observed for
the insoluble fraction, in general this trend will be observed
in the TDF content in legumes (Martin-Cabrejas et al., 2008).
An appropriate heat pre-treatment can expand the fiber
compact structure by transforming hemicellulose, resulting
in an increase in porosity and a reduction of the mechanical
strength of the polymer matrix, facilitating the decrease in
the insoluble fiber content. In addition, heat treatment can
cause changes in the physical characteristics and chemical
composition of dietary fiber by inducing partial degrada-
tion of the insoluble fraction components (cellulose and
hemicellulose) to simple carbohydrates (Ullah et al., 2018).
An increase in insoluble fiber content, as an effect of heat
treatment, can be associated with protein-fiber complexes
formed after a chemical modification induced by seed cook-
ing (Bressani, 1993).

The high values of dietary fiber can be attributed to
the different crop and growth conditions of the different
samples. Kutos et al. (2003) reported a higher dietary fiber
content in cooked bean samples without prior soaking, as
was done in this research, suggesting a higher nutritional
value than for soaked and cooked beans. They also observed
that changes in dietary fiber content due to thermal pro-
cessing of beans are highly complex, and depend on the
type of bean, type of processing and treatment duration.
Campos-Vega et al. (2009) analyzed the soluble and insoluble
fiber content of different varieties of Mexican beans (raw and
cooked) and reported a higher content of both fibers in the
cooked samples, with values of up to 14 % for SDF and 41 %
for IDF.

Kutos et al. (2003) and Londero et al. (2005) suggested
that fiber contents may vary with the analytical method
used, impeding proper comparison for values obtained with
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different methods. Picolli and Ciocca (1999) reported that
the most appropriate method is that which considers dietary
fiber and quantifies the different fiber fractions (soluble and
insoluble) using enzymes, generating results that are similar
to those generated under physiological conditions in the
gastrointestinal tract.

Functional properties

The physicochemical properties of foods with high
starch and protein contents are important, particularly water
absorption capacity (WAC), which is indicative of the ability
of the macromolecule to interact with water, and the water
absorption index (WAI), which depends on the availability
of hydrophilic groups to bind with water molecules. The oil
absorption capacity (OAC) is associated with the physical
entrapment of the oil and with the accessibility to non-
polar sites in the protein polypeptide chain; it is an indirect
measurement of protein denaturation (Singh et al., 2005). In
general, the WAC, WAl and OAC values of cooked bean flours
were higher than in raw samples. The WAC values (Table 3) for
raw bean flours ranged from 1.0 to 2.4 mL/g, with significant
differences between samples. The sample CC-PS showed the
highest value. Heat treatment resulted in WAC values bet-
ween 2.9 and 3.6 mL/g. Peyrano et al. (2016) have reported
that heat treatment causes protein denaturation, increasing
accessibility to the proteins polar amino acid groups, impro-
ving its affinity for water and increasing water absorption ca-
pacity. Thermal processing promotes gelatinization of starch
(including amylose and amylopectin chains dissociation)
and a high content of raw fiber that undergoes swelling, this
structure modification exposes new binding sites that can
interact with water molecules contributing to the increase in
water absorption capacity (BeMiller and Huber, 2007).

WAI ranged from 1.5 to 2.1 g/g for raw samples and
from 2.8 to 3.4 g/g for heat-treated samples. Water absorp-
tion is one of the most important parameters and WAI values
of 2.6 to 3.7 g/g indicates that the bean is well cooked (Gra-
nito et al., 2004). Oil absorption capacity ranged from 0.8 to
1.8 g/g for raw beans and from 1.3 to 2.0 g/g for heat-treated
samples. These results are compatible with those reported
by Rocha-Guzman et al. (2008). The OAC is a product of the
physical entrapment of fats by proteins, through the forma-
tion of micelles. Heat treatment can affect the composition
and profile of polar and non-polar amino acids; the content
of polar amino acids decreases after thermal processing
while the content of non-polar amino acids increases. A
higher proportion of non-polar groups on the surface of the
protein could be responsible for an enhanced OAC (Lin and
Fernandez-Fraguas, 2020).

The high WAC values can be attributed to the hydro-
philic nature of proteins, and high OAC values are related to a
greater availability of non-polar side chains in the molecules.
A WAC value greater than 90 % can be considered adequate
to obtain cooking times of less than 110 min (Pérez-Herrera
etal.,2002).
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Tabla 3. Capacidad de absorcion de agua, indice de absorcion de agua y capacidad de absorcion de aceite en harinas de frijol
crudo y cocido de las variedades Pinto Saltillo y Negro.

Table 3. Water absorption capacity, water absorption index and oil absorption capacities of raw and cooked beans flours of the

Pinto Saltillo and Black beans varieties.

sample WAC (ml/g) WAI (g/g) OAC (g/g)
Raw Cooked Raw Cooked Raw Cooked

AO-PS 1.09 £ 0.148¢ 2.96+0.11% 1.65 £ 0.02% 3.23 £ 0.014%¢ 0.96 + 0.02"* 1.55 £ 0.20%¢
CC-PS 2.39+0.01% 2.95+0.11% 2.04 +0.45% 3.18 + 0.04"ak< 0.88 +0.03% 1.30 £ 0.06*
DCV-PS 1.29 + 0.14B« 3.35+0.00% 1.45 +0.22% 3.23 + 0.06"%c 0.81 + 0.05% 1.49 + 0.16%
EP-PS 1.29 + 0.425 2.87 £0.22% 1.57 £0.23% 3.08 £ 0.05"< 0.91 £ 0.08% 1.58 + 0.03%¢
IR-PS 1.59 + 0.0086< 3.20£0.22% 1.68 + 0.03% 3.14 + 0.05%*® 0.84 + 0.02% 1.84 +0.10%°
JAC-PS 1.55+ 0.058< 3.03 £0.00% 1.83 +£0.22% 3.28 £ 0.06"* 1.17 £ 0.02% 1.56 + 0.06*>
LM-PS 1.99 + 0.00% 3.20+0.22% 1.91 +£0.23% 3.18 £ 0.05"¢ 1.02 + 0.00% 1.64 + 0.05%a<
RC-PS 1.59 + 0.0080<d 3.03 +£0.00% 1.71 £ 0.09% 3.42 +£0.05" 0.98 + 0.03% 1.72 £ 0.13%®
SCS-PS 1.59 + 0.00BP«¢ 3.35 + 0.00% 1.54 £ 0.49% 3.16 + 0.06" 0.93 + 0.02% 1.62 + 0.094%¢
CC-B 1.19 + 0.285« 3.60 + 0.56" 1.79 £0.32% 3.02 £ 0.08"< 1.03 £ 0.08% 1.87 £+ 0.05%
DD-B 1.60 + 0.0086< 2.95+0.33"% 2.08 £ 0.01% 3.07 £ 0.024abc 0.95 + 0.038 1.75 £ 0.07%®
IA-B1 1.79 £ 0.0080¢ 3.28+£0.11% 1.91 £ 0.09% 3.14 £ 0.09"< 0.88 + 0.00% 1.98 + 0.02*
IA-B2 1.79 + 0.008¢ 2.95+0.11% 2.13 +0.06" 2.84 + 0.05M< 0.99 + 0.04%P 1.84 + 0.03%

Data represent the mean * standard deviation. Data connected by different capital letters in the same row indicate significant
differences (p < 0.05) between treatments (raw and cooked). Different lowercase letters in the same column indicate statistical
differences (p < 0.05) between varieties. Analyzes performed in triplicate. (AO-PS: Alvaro Obregdn-Pinto Saltillo; CC-PS: Calixto
Contreras-Pinto Saltillo; DCV-PS: Dr. Castillo del Valle-Pinto Saltillo; EP-PS: Estacion Progreso-Pinto Saltillo; IR-PS: Ignacio Ramirez-
Pinto Saltillo; JAC-PS: Jesus Agustin Castro-Pinto Saltillo; LM-PS: Luis Moya-Pinto Saltillo; RC-PS: Ramén Corona-Pinto Saltillo;
SCS-PS: Santa Catalina de Sena-Pinto Saltillo; CC-B: Calixto Contreras-Black; DD-B: Durango-Black; IA-B1: Ignacio Allende-Black

2016; IA-B2: Ignacio Allende-Black 2017).

CONCLUSIONS

Cooking processimproved the nutritional and functio-
nal properties of common bean. Common beans from Pinto
Saltillo and black varieties from the State of Durango, Mexico
are a good source of nutrients such as protein, starch and
fiber. Water and oil absorption capacity in flour from cooked
beans were higher compared to flour from raw beans. The
knowledge of the chemical and functional characteristics of
the beans studied, gives important information that can be
useful for their commercialization in the case of raw beans
and the quality of them after being thermally processed.
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RESUMEN

El nopal (Opuntia gosseliniana) es considerado un
producto alimenticio de interés debido a sus propiedades
funcionales, incluyendo su actividad antioxidante. El objetivo
de este trabajo fue evaluar las propiedades fisico-quimicas
(color, pH y sélidos solubles totales), actividad antioxidante
(DPPH, ABTS y FRAP), contenido de fenoles y flavonoides
totales y contenido de betalainas. Asi como la evaluacion de
la toxicidad sobre Artemia salina de los extractos etanolicos
de nopal en dos etapas de coloracion: verde y morado. El
color fue caracteristico para cada etapa de coloracién. No se
observaron diferencias significativas en los valores de pH 'y
SST en cada etapa de coloracion. El % de humedad fue mayor
en nopal verde (81 %) con respecto al nopal morado (76.65
%). Respecto al grado de toxicidad, los extractos de nopal
morado presentaron menor toxicidad que los extractos de
nopal verde. Los valores mas altos para fenoles y flavonoides
totales se encontraron en las muestras de color morado,
con valores de 2.31 mg EAG/gps y 3.06 mg EQ/gps, respec-
tivamente. De igual manera, en la actividad antioxidante se
obtuvieron valores mas altos en la etapa de color morado
en las tres técnicas utilizadas. Por lo que, esta especie de
cactacea podria ser una fuente potencial de antioxidantes y
pigmentos de interés agroindustrial.
Palabras clave: Antioxidantes, ABTS, DPPH, fenoles totales,
betalainas.

ABSTRACT

Nopal (Opuntia gosseliniana) is considered a food
product of interest due to its functional properties, inclu-
ding its antioxidant activity. The objective of this work was
to evaluate the physical-chemical properties (color, pH and
total soluble solids), antioxidant activity (DPPH, ABTS and
FRAP), content of total phenols and flavonoids, and betalain
content. As well as the evaluation of the toxicity of ethano-
lic extracts of nopal at two stages of coloration: green and
purple. Color was characteristic for each coloration stage. No
significant differences were observed in pH and SST values
at each coloration stage. The % moisture was higher in green
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nopal (81 %) compared to purple nopal (76.65 %). Regarding
the degree of toxicity, purple nopal extracts showed less to-
xicity than green nopal extracts. The highest values for total
phenols and flavonoids were found in purple samples, with
values of 2.31 mg EAG/gps and 3.06 mg EQ/gps, respectively.
Similarly, in the antioxidant activity (in the three techniques
used) and betalain content, higher values were obtained at
the purple color stage. Therefore, this species of cacti could
be a potential source of antioxidants and pigments of agro-
industrial interest.

Keywords: Antioxidants, ABTS, DPPH, total phenols, betala-
ins.

INTRODUCCION

México constituye uno de los centros de diversidad
mas importantes de cactaceas y en él se alcanza la mas alta
diversidad a nivel continental (Guevara-Figueroa et al., 2010).
El género Opuntia pertenece a la familia Cactaceae, subfami-
lia Opuntiodeae. Este género presenta una alta capacidad de
adaptacién a condiciones ambientales extremas (alta tem-
peratura, sequia, radiacién UV) y se distribuye en regiones
aridas y semiaridas (Astello-Garcia et al., 2015). Algunos estu-
dios han demostrado que diversas fuentes de origen vegetal
contienen muchos compuestos con actividad antioxidante,
los cuales juegan un papel importante en la prevencion de
enfermedades cronicas y el estrés oxidativo, teniendo la ca-
pacidad de inhibir los procesos de oxidacion, asi como evitar
el envejecimiento de los tejidos. Ademas, se ha dirigido gran
atencion hacia el desarrollo de medicamentos de origen
vegetal, precisando las investigaciones acerca de plantas con
alto poder antioxidante y baja toxicidad. Varias plantas han
sido estudiadas como fuentes de antioxidantes naturales
potenciales en la industria alimentaria (Moure et al., 2001;
Ramos et al., 2012; Martins et al., 2014).

Debido a la tendencia global hacia el uso de fito-
quimicos naturales con potencial antioxidante, el género
Opuntia parece ser una buena fuente de esos compuestos
(Guevara-Figueroa et al., 2010). La especie mas estudiada ha
sido la Opuntia ficus-indica, siendo la especie mas comercial,
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sin embargo, existen otras especies silvestres que podrian
también presentar en su composicién sustancias bioactivas
que coadyuven a la salud del consumidor, ya que se ha com-
probado que el género Opuntia presenta un alto contenido
de compuestos fenodlicos que lo hacen de interés para los
consumidores (Cardador-Martinez, 2011).

Opuntia gosseliniana es una especie silvestre de nopal,
el cual ha sido de interés para este trabajo debido al color
morado de sus pencas, el cual es conferido a las betalainas,
un pigmento que se concentra en floraciones y frutos de
plantas propias de la familia Caryophyllaceae (Khatabi et al.,
2016). En este trabajo, se realizo la caracterizacion fisico-qui-
mica, actividad antioxidante y contenido de fenoles totales
de extractos de O. gosseliniana en dos etapas de coloracion,
verde y morado. Ademas, se realizé un ensayo de letalidad
sobre Artemia salina de los extractos de nopal, con el fin de
conocer el grado de toxicidad de los mismos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal (O. gosseliniana) fue recolectado
en la localidad de Buena Vista, Sonora y trasladado en bolsas
ziploc a temperatura ambiente al laboratorio de Tecnologias
Emergentes del Centro de Investigacién e Innovacién Bio-
tecnoldgica, Agropecuaria y Ambiental (CIIBAA) en ITSON
Unidad Centro de la localidad de Ciudad Obregén, Sonora.

Caracterizacion fisicoquimica
Color, pH, Sdlidos solubles totales (SST) y humedad

El color de las pencas de nopal se determiné de acuer-
do con el sistema CIELAB, utilizando un espectrofotémetro de
Esfera (Serie SP60, Michigan, USA), preparando previamente
una masa homogénea de 10 pencas. Con los valores obteni-
dos de L*, a* y b¥, se calcularon los valores de °Hue (Tono) y
C* (Croma). Para la medicion del pH, se determino en forma
directa en la mezcla obtenida en la medicién del color con un
potenciémetro (STARTER 3100, OHAUS, Parsippany, NJ, USA).
Los sdlidos solubles totales (SST) se determinaron colocando
de forma directa una gota de muestra homogeneizada en
un refractémetro digital (ATAGO Hand held pocket refrac-
tometer PAL-1 No. 3810). Los resultados se expresaron en
°Brix y fueron el promedio de 10 repeticiones de la mezcla
realizada para el color. Para la determinacién de humedad, las
muestras fueron puestas en un horno durante 18 h, tiempo
en el cual se obtuvo un peso constante de las mismas, a una
temperatura de secado que fue de 70 °C + 5. El porcentaje de
humedad se obtuvo de acuerdo con la diferencia del peso
inicial (10 g) y el peso final de la muestra, como se muestra
en la siguiente formula:

(Po-Pf)
Pmuestra
x100=%H

Donde: Po= Peso inicial; Pf= Peso final; Pmuestra=
Peso total de la muestra; H= Humedad

x 100=%H
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Preparacion de extractos

Se formd una masa homogénea al moler 10 pencas
de nopal de cada coloraciéon en una licuadora doméstica
(proctox-silec, modelo 50171). Posteriormente, las muestras
fueron liofilizadas en un liofilizador (FreeZone6, LABCONCO)
por 3 dias. Una vez secas, fueron pulverizadas en una licua-
dora hasta obtener un polvo fino. Se tomé una parte de la
muestra (relacién 1:10 p/v) y se mezcl6 en vortex durante 4
min con la solucion extractora (etanol 80 %), sequido de una
sonicacién por 15 min, para posteriormente centrifugarse por
20 min a 11,500 g. Una vez transcurrido el tiempo de extrac-
cion, se filtré al vacio con papel Whatman No. 2. Los extractos
fueron almacenados en recipientes de plastico y refrigerados
previos a la realizacién de los analisis correspondientes.

Evaluacion de la capacidad antioxidante
Inhibicion del radical DPPH

La evaluacion de la capacidad antioxidante se realizd
mediante la técnica de inhibicién del radical DPPH de acuer-
do a Moein y Moein, (2010), con algunas modificaciones.
El radical se preparé al mezclar 0.0025 g en metanol 80 %,
dicho radical se ajustd a una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 490
nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific Multiskan
Go, Vantaa, Finland). Posteriormente, se mezclaron 295 uL
del radical DPPH y 5 pL del extracto, y se llevé a reposo por
30 min en completa oscuridad, finalmente se leyé la absor-
bancia a 490 nm. La actividad antioxidante se calculé con el
uso de una curva estandar de Trolox y los resultados fueron
expresados en pmol equivalente Trolox por gramo de peso
seco (umol ET/gps).

Inhibicion del radical ABTS

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante
la inhibicion del radical ABTS, se realizé de acuerdo a la técni-
ca descrita por Re et al. (1999), con algunas modificaciones. El
radical ABTS se prepar6 al mezclar 19 mg en 15 mL de agua
destilada y a su vez se prepard una soluciéon de persulfato
de potasio, el cual se afnadio al radical y se dejé reposar de
12 - 16 h. De esta solucion incubada se tomaron 500 pL y se
diluy6 en 30 mL de etanol, ajustando la absorbancia a 0.7 £
0.02 a 750 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific
Multiskan Go, Vantaa, Finland). Una vez ajustado el radical,
se tomaron 295 pL y 5 pL del extracto y la reaccién se dejo
reposar por 7 min, y finalmente se ley6 la absorbancia a 750
nm. La actividad antioxidante se calculé con el uso de una
curva estandar de Trolox y los resultados fueron expresados
en pmol equivalente Trolox por gramo de peso seco (umol
ET/gps).

Ensayo del poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)

El poder antioxidante reductor de hierro se determiné
utilizando la metodologia de Perez-Perez et al. (2019) con
algunas modificaciones. Se preparé la solucién FRAP a partir
de 3 soluciones: acetato de sodio (pH 3.6), FeCIS, TPTZ y se
disolvieron a una relacién de 10:1:1, respectivamente. Poste-
riormente se tomaron 280 pL del radical y 20 pL del extracto,
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se dejo reposar durante 30 min y se leyé la absorbancia a 638
nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific Multiskan
Go, Vantaa, Finland). Los resultaron se expresaron como pmol
eq. Trolox por gramo de peso seco (umol ET/gps).

Evaluacién del contenido de fenoles y flavonoides totales

El contenido de fenoles totales se cuantificé mediante
el método descrito por Silva-Beltran et al. (2017), con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccion consistié en mezclar
150 pL de reactivo Folin-Ciocalteau con 30 L de extracto y
120 pL de Na,CO,. Se dejo reposar por 20 min en completa
oscuridad y se leyo6 la absorbancia a 750 nm en un lector
de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go, Vantaa,
Finland). La concentracidon de fenoles totales se calculd uti-
lizando una curva estandar de acido gélico expresando los
resultados como mg equivalentes de acido galico por gramo
de peso seco (mg EAG/gps).

La determinacion del contenido de flavonoides totales
se realizé mediante la técnica descrito por Silva-Beltran et al.
(2017), con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion
consistié en 100 pL del extracto y 430 pL de la mezcla A de
NaNO al 5 %, los cuales se incubaron por 5 min, posterior-
mente se agregaron 30 L de AICI, (10 %) y se dejo reposar 1
min para luego agregar 440 pL de la mezcla B (NaOH 1 mol/L).
Posteriormente se tomo lectura a 490 nm en un lector de
microplaca (Thermo Scientific Multiskan Go, Vantaa, Finland).
Los resultados fueron expresaron como mg equivalentes de
quercetina por gramo de peso seco (mg EQ/gps).

Determinacion de betalainas

La determinacién de betalainas se realizé6 mediante la
técnica descrita por Robles et al. (2018), con algunas modifi-
caciones. Se realizaron extractos acuosos (relacion 1:10) y se
precedié al método de extraccién descrito en la seccion de
preparacién de extractos. Una vez obtenidos los extractos,
se tomo lectura, y las concentraciones de betacianinas (BC)
y betaxantinas (BX) se calcularon de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

B (mg/g) = (A*FD*PM*V) / (*L*P)

Donde: A: Absorbancia medida a 535 nm para be-
tacianina y 487 para betaxantina; FD: Factor de dilucion al
momento de leer; PM: Peso molecular para betacianina (be-
tanina 550 g/mol e indicaxantina 308 g/mol); V: Volumen del
extracto; s: Coeficiente extincién molar (Betanina= 60,000 L/
mol.cm e indicaxantina = 48,000 L/mol.cm); L: Longitud celda
(1 cm). Los resultados se expresaron como mg por gramo de
peso seco para las concentraciones de betacianinas (mg BC/
gps) y betaxantinas (mg BX/gps).

Evaluacion de la toxicidad de los extractos de O.
gosseliniana sobre Artemia salina

La evaluacion de la toxicidad de los extractos se
realizé mediante la técnica de letalidad sobre A. salina de
acuerdo al método descrito por Molina-Salinas (2006), con

algunas modificaciones. Para la eclosion de los huevecillos,
se colocaron 0.01 g de A. salina en agua de mar artificial (40 g
de sal/L de agua destilada) incubados por 48 h. Una vez pasa-
do el tiempo de incubacién, se colocaron en una microplaca
10 nauplios vivos (TV) en contacto con 150 pL del extracto y
120 pL de agua de mar, y se llevé nuevamente en incubacién
por 24 h. Posteriormente, se realiz6 el conteo de nauplios
muertos (TM) utilizando un estereoscopio. El porcentaje de
letalidad se determiné de acuerdo con la siguiente ecuacion:
% Letalidad =TM/TV *100, calculando la CL50 de acuerdo con
el andlisis PROBIT, el cual se realizé utilizando el programa
SPSS version 25. El grado de toxicidad se determiné de acuer-
do con la siguiente clasificacion (Tabla 1).

Analisis estadistico

Tabla 1. Clasificacion de toxicidad.
Table 1. Toxicity classification.

Grado de toxicidad Concentracion (pug/mL)

| Extremadamente toxico 1-10

Il Altamente téxico 10-100
Il Moderadamente téxico 100-500
IV Ligeramente toxico 500-1000
V Précticamente no téxico 1000-1500
VI Relativamente inocuo > 1500

Fuente: Sanchez & Neira (2005).

Cada uno de los anadlisis se realizé a través de un
experimento independiente. El disefio estadistico fue com-
pletamente al azar por triplicado. Para el analisis de los dis-
tintos tratamientos se asumio (p < 0.05). Se utilizé el paquete
estadistico StatGraphics versiéon 5.1.

(The Plains, Virginia, E.U.). Ademds, se obtuvo el co-
eficiente de correlacién (r) para determinar la relacién del
contenido de fenoles, flavonoides y betalainas sobre los
ensayos de actividad antioxidante realizados en los extractos
de O. gosseliniana.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion fisicoquimica

Respecto al color del fruto, la luminosidad medida a
través del parametro L* fue de 35.94 + 1.21 y 42.74 £ 0.70
para nopal morado y verde, respectivamente (Tabla 2). Para
los valores de a* que van de verde (negativo) a rojo (posi-
tivo), se muestra una tendencia esperada de acuerdo con
las etapas de coloracién en ambas muestras, con resultados
de -5.69 + 0.35 y 0.63 + 0.32 para la etapa verde y morada,
respectivamente. Para los valores de b* que van de azul (ne-
gativo) a amarillo (positivo), el valor mas alto obtuvo en la
muestra de nopal verde con 22.03 + 1.23, sequido de 14.46
+ 0.31 para la etapa morada. Los valores obtenidos en Hue
y Croma, muestran valores superiores en las muestras en
etapa de color verde, siendo la tonalidad e intensidad del
color superior en las muestras de dicha etapa de coloracion.
Las muestras en etapa de maduracién morado presentaron
valores mayores en pH y SST (4.29 + 0.01 y 11.33 + 0.15,
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Tabla 2. Caracterizacion fisico-quimica de extractos de nopal morado en
dos etapas de coloracién.

Table 2. Physico-chemical characterization of purple prickly pear at two
stages of coloration.

Tabla 3. Contenido de fenoles y flavonoides totales y betalainas en nopal
en dos etapas de coloracion.

Table 3. Content of total phenols and flavonoids and betalains in prickly
pear at two stages of coloration.

Nopal morado Nopal verde Nopal morado Nopal verde
Color Fenoles Totales 2.31 £ 0.052 2.08 +0.03°
L 35.941.21° 42.74 £ 0.70°
a* 0.63 +0.32° -5.69 + 0.35° Flavonoides Totales 3.06 £0.11° 242 +0.01°
b* 14.46 +0.31° 22.03 +1.23° Betalainas
Betacianina 0.016 + 0.000
* 4 a 4 b
h 87.50+1.31 104.49 = 0.49 Betaxantina 0.006 + 0.000 N/P
Cc* 14.48 +0.30° 22.76 £1.27°
. Los resultados de fenoles y flavonoides totales se expresan como mg EAG/
PH 4.29+0.01 4.22+0.02° gps y EQ/gps respectivamente; los valores para betalainas se expresan
SST 1133 +0.15° 11.00 + 0.20° como mg/g. Letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias
significativas (p < 0.05).
Humedad 76.65 +£0.99° 81.00 £ 0.41°

Los resultados para color se expresaron de acuerdo a la escala CIE L*a*b*,
SST se expresaron como °Brix, humedad como porcentaje. Letras diferentes
en un mismo tratamiento indican diferencias significativas (p<0.05).

respectivamente) con respecto al nopal verde con valores de
4.22+£0.02y 11 £0.20 en pH y SST, respectivamente. Sin em-
bargo, no se observaron diferencias significativas (p < 0.05)
entre ambas etapas de coloracién en dichos pardmetros de
pH y SST. El porcentaje de humedad fue superior en la etapa
de color verde, con un valor de 81.00 + 0.41 %, mientras que,
en la etapa de color morada, el porcentaje fue de 76.65 +
0.99, presentando diferencias significativas (p = 0.05) entre
ambas etapas de maduracion. Estos valores de humedad son
menores a los reportados por Maki-Diaz et al. (2015) en nopal
verde.
Evaluacion del contenido de fenoles, flavonoides y beta-
lainas

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos
de la evaluacion del contenido de fenoles totales de los
extractos de nopal en dos etapas de coloracion. El nopal
morado presentd el valor mas alto con 2.31 + 0.05 mg EAG/
gps, mostrando diferencia significativa (p < 0.05) en compa-
racion con la etapa verde, el cual presenté un valor de 2.08
+ 0.03 mg EAG/gps. Benayad et al. (2014) reportaron valores
similares a los obtenidos en este trabajo para el contenido de
fenoles totales en extractos metandlicos de flores de Opuntia
ficus (2.34y 2.40 mg EAG/gps). Un comportamiento similar se
observo en el contenido de flavonoides, donde el nopal en la
etapa de coloracién morada presenté el valor mas alto con
respecto al color verde (3.06 £ 0.11y 2.42 + 0.01 mg EQ/gps,
respectivamente). Se ha reportado que los compuestos fe-
nélicos ayudan a proteger la planta contra la luz ultravioleta
y actian como defensas contra microorganismos patégenos
en las plantas (Osorio-Esquivel et al.,, 2011). Los resultados en
el contenido de betalainas, demuestran la presencia de di-
cho pigmento solo en la etapa de color morada, obteniendo
valores de 0.016 + 0.00 y 0.006 + 0.00 mg/g para betacianina
y betaxantina, respectivamente, siendo los resultados acor-
des con el color de la muestra. Sin embargo, los resultados
obtenidos son inferiores a los presentados por Aguilar et al.
(2018), quienes obtuvieron valores de 2.56 - 7.67 y 0.76 - 4.24
mg/g para betacianina y betaxantina, respectivamente.
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Dichos autores utilizaron un proceso de extraccion mas
prolongado en comparacién con el presente estudio, siendo
este tratamiento una causa probable de la poca liberacion
del pigmento obtenido. Ramirez-Ramos et al. (2015) repor-
taron mayor contenido de fenoles, flavonoides y betalainas
en frutos de diferentes variedades de Opuntia en estado de
madurez morado, con respecto a los verdes u otros estados
de maduracion, similar a los resultados encontrados en el
presente estudio, donde los valores mas altos obtenidos
fueron en el nopal morado con respeto al verde.

Evaluacién de la capacidad antioxidante

Los valores mas altos para la capacidad antioxidante
se encontraron en el extracto de nopal morado, con valo-
res de 20.13 + 0.15,9.17 + 0.28 y 17.22 + 0.20 umol ET/gps
para DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente (Tabla 4). Dichos
valores fueron estadisticamente significativos (p < 0.05) con
respecto a los valores obtenidos en nopal verde, el cual pre-
sento valores de 17.75 + 0.04, 7.75 £ 0.08 y 13.38 £ 0.09 umol
ET/gps para DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. Bayar et al.
(2016), reportaron valores superiores al evaluar extractos de
mucilago de Opuntia ficus indica, considerdndolo una buena
fuente de antioxidantes naturales.

Evaluacién de la toxicidad de los extractos de O. gosseli-
niana sobre Artemia salina

La evaluacion de la toxicidad de extractos vegetales es
indispensable con el objetivo de considerar un tratamiento
seguro, permite la definicidn de la toxicidad intrinseca de la
planta y los efectos de una sobredosis aguda (Ramos et al.,

Tabla 4. Actividad antioxidante de nopal morado en dos etapas de colora-
cion.

Table 4. Antioxidant activity of purple prickly pear at two stages of color-
ation.

Nopal morado Nopal verde
DPPH 20.13+£0.15° 17.75 + 0.04°
ABTS 9.17 £0.28° 7.75 £ 0.08°
FRAP 17.22 £0.20° 13.38 + 0.09°

*Los resultados de DPPH, ABTS y FRAP se expresan como uM ET/gps. Letras
diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas (p < 0.05).
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2012). El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa en la
posibilidad de causar la muerte de larvas de este crustaceo
cultivadas en el laboratorio (Fernandez et al., 2009). Por ser
un ensayo simple, eficiente, rapido y de bajo costo ha sido
utilizado como una pre-evaluaciéon de los extractos y sus-
tancias con potencial farmacolégico (Martins et al., 2014).
Los resultados obtenidos para la prueba de toxicidad sobre
A. salina se observan en la Tabla 5. De acuerdo con la tabla
de clasificacion (Tabla 1) los extractos de nopal morado pre-
sentaron un CL50 de 758.58 pg/mL, obteniendo un grado
de toxicidad de ligeramente toxico, mientras que para los
extractos de nopal verde el CL50 fue de 331.13 pg/mL, con
un grado de toxicidad de moderadamente toxico.

Tabla 5. Evaluacién del grado de toxicidad de nopal morado en dos esta-
dos de coloracién sobre Artemia salina.

Table 5. Evaluation of the degree toxicity of purple prickly pear at two
stages of coloration on Artemia salina.

CL50
758.58 pg/mL \%
331.13 pg/mL 11l

Muestra Nivel Grado de toxicidad

Nopal morado Ligeramente tdxico

Nopal verde Moderadamente téxico

Coeficiente de correlacion de los extractos de O. gosseli-
niana

En la Tabla 6 se muestra el coeficiente de correlacion
para los extractos de Opuntia gosseliniana en dos etapas de
coloracioén. La realizacion de dicho analisis permite conocer
la relacién entre las evaluaciones de capacidad antioxidante
(ABTS, DPPH y FRAP), compuestos fendlicos, flavonoides y
betalainas. De acuerdo con los resultados obtenidos, en los
extractos de nopal verde se observé una correlacion positiva
entre la capacidad antioxidante por ABTS y los compuestos
fendlicos (r=.437). Sin embargo, se observd una correlacién
negativa entre la capacidad antioxidante por DPPH vy los
compuestos fendlicos. Esos resultados podrian deberse al es-
tablecimiento de relaciones antagdnicas entre las diferentes
clases de flavonoides o con otros metabolitos presentes en
los extractos (Ramos et al., 2012).

Para los resultados obtenidos en los extractos de
nopal morado, los compuestos fendlicos mostraron una
correlacién positiva con la actividad antioxidante de DPPH
(r=.999, p<0.05) y FRAP (r=.984). En el caso de los flavonoides,

Tabla 6. Coeficiente de correlacion (r) entre la capacidad antioxidante y
los compuestos de fenoles, flavonoides y betalainas de extractos de nopal
morado en dos estados de coloracion.

Table 6. Correlation coefficient (r) between antioxidant capacity and the
compounds of phenols, flavonoids and betalains from purple prickly pear
extracts at two stages of coloration.

Nopal morado Nopal verde
ABTS DPPH FRAP ABTS DPPH FRAP
Fenoles -0.510  0.999* 0.984 0.437 -0359 0.098
Flavonoides -0.578  -0.368 -0.238  0.292 -0.500 -0.058
Betacianinas -0.102 0.889 0.818 = = =
Betaxantinas -0.984 0687  0.779 = - -

*La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

estos se correlacionaron de manera negativa con la capaci-
dad antioxidante de ABTS (r =-0.578), DPPH (r =-0.368) y FRAP (r =
-0.238). Los compuestos de betacianinas presentaron una co-
rrelacion positiva para la capacidad antioxidante por DPPH (r
=0.889) y FRAP (r = 0.818). De igual manera, las betaxantinas
presentaron una correlacién positiva para la capacidad anti-
oxidante por DPPH (r = 0.687) y FRAP (r = 0.779), solamente
se observé para la capacidad antioxidante por ABTS una co-
rrelacion negativa de r = -0.984. A diferencia de los extractos
en etapa de color verde, el nopal morado muestra una mayor
capacidad antioxidante relacionada con los compuestos
fendlicos y betacianinas, siendo estos ultimos compuestos
pertenecientes a las betalainas, que confieren las tonalidades
rojas y se forman por condensacion de una estructura ciclo-
DOPA (dihidroxifenilalanina) con el acido betaldmico (Garcia
etal., 2012).

CONCLUSIONES

Los extractos de O. gosseliniana presentaron capa-
cidad antioxidante, contenido de fenoles totales en ambas
etapas de coloracién, siendo el extracto en etapa morada
el que obtuvo los valores mas altos tanto en las pruebas de
actividad antioxidante como en el contenido de fenoles y
flavonoides totales. Los extractos de nopal verde mostraron
un grado de toxicidad mds alto en comparacién con el nopal
morado, de acuerdo con su nivel de clasificacion, siendo este
ultimo, el extracto de interés para futuras pruebas, con el fin
de lograr un adecuado tratamiento de la planta en esta etapa
de coloracion. Solo en el extracto en etapa morada se obtu-
vieron valores de betalainas, por lo tanto, se recomienda con-
tinuar con los ensayos para la obtencion de dicho pigmento
vegetal, el cual es una fuente potencial de aprovechamiento
a nivel agroindustrial.
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ABSTRACT

Films made from a mixture of Chayotextle starch-
Gelatin (SG) were prepared according to the following
concentrations SG 3:1, SG 2:2, and SG 1:3. Two controls were
considered; gelatin (G) and starch (S) films. Glycerol was
added as a plasticizer to all treatments at 2 %. The aim of this
research was the study of the effect of different concentrations
of chayotextle starch and gelatin on the physical, mechanical
and barrier properties of films. G treatment presented higher
solubility in comparison to those treatments with presence of
starch. FT-IR exhibited the characteristic molecular fingerprint
of gelatin and starch. There was not detected new bands in
the spectrometers of the mixed films. The lowest percentage
of crystallinity appeared in SG 2:2 films with 37.8 %. This value
increased up to 64.9 % in the G treatment. The variation of
ratios in the mixture starch-gelatin produced differences
in structure and properties of films. These properties could
be configured, adapted and applied according to the
requirements of the food engineering, pharmaceutical, and
biomedical industry.
Keywords: Chayotextle, Films, Gelatin, mechanical proper-
ties, starch.

RESUMEN

Se prepararon peliculas a base de una mezcla de
almidén de chayotextle y gelatina (SG) de acuerdo a las
siguientes concentraciones SG 3:1, SG 2:2, y SG 1:3. Dos
controles fueron considerados en las peliculas; gelatina (G) y
almidon (S). Se adiciond glicerol como plastificante para todos
los tratamientos en un 2 %. El objetivo de esta investigacion
fue el estudio del efecto de las diferentes concentraciones
de almidén de chayotextle y gelatina en las propiedades
fisicas, mecanicas y de barrera de las peliculas. El tratamiento
G present6 la mas alta solubilidad comparado con aquellos
tratamientos en los que se incluy6 al almidén. Los resultados
FT-IR exhibieron la huella molecular caracteristica de la
gelatina y del almidéon. No se detectaron nuevas bandas
en los espectrometros de las mezclas de gelatina. El mas
bajo porcentaje de cristalinidad aparecié en las peliculas
SG 2:2 con 37.8%. Este valor incrementd hasta un 64.9% en
el tratamiento G. La variacion de porcentajes en las mezclas
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almidén-gelatina produjo diferencias en las estructura y
propiedades de las peliculas. Estas propiedades podrian
ser configuradas, adaptadas y aplicadas de acuerdo a los
requerimientos de la industria de ingenieria de alimentos,
farmacéutica y biomédica.

Palabras clave: Chayotextle, peliculas, Gelatina, propieda-
des mecanicas, almidon.

INTRODUCTION

Synthetic plastics are commonly extracted from
petroleum. They are traditionally used as containers due
to their high obtainability, low cost and good mechanical
properties. However, it is well known that these synthetic
materials affect significantly the environment due to their
low degradability (Li et al., 2016). Bio-friendly materials based
on natural sources are the focal point of interest of many re-
searchers, due to their advantages such as ecological nature
and its reusability (Mittal et al., 2016). The elaboration of films
made from polysaccharides and proteins can play an impor-
tant role in the future of the preservation and packaging of
foods (Aila-Sudrez et al., 2013). Chayotextle (Sechium edule) is
a native cucurbit plant of Mexico. Its roots commonly called
chayotextle are edible and contain plenty of starch (89.1%)
with the amylose/amylopectin ratio of 12.09 % and 87.10 %
respectively. It possesses an alkaline pH value of about 8.12
and lower gelatinization temperature (Jiménez-Hernandez
et al., 2007). Few studies have been conducted on the iso-
lation (Hernandez-Uribe et al, 2011) and characterization
(Aila-Suarez et al., 2013) of this new biopolymer. On the other
side, gelatin is different from other hydrocolloids because of
its properties as a digestible protein (Duconseille et al., 2015)
and film formation capacity (Hosseini et al., 2016). Gelatin
is extracted form a variety of sources, such as animal skin,
bones, and connective tissues. It is produced by the partial
hydrolysis of native collagen containing between 85 and 92
% protein content.

The mixture of starch with gelatin, has been reported
to increase the mechanical properties of films in terms of
higher resistance and elongation (Moreno et al., 2017). Starch
is a polysaccharide widely used worldwide, despite this ad-
vantage, few studies have been conducted on chayotextle
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starch which is considered as a new and innovator biopoly-
mer with different applications. Films prepared with starch
possess some disadvantages such as fragility, hydrophilicity,
poor resistance to external factors and mechanical proper-
ties. However, starch films have advantages as a potential
packaging material: natural, renewable, widely available,
non-toxic, biodegradable and cheap (Zarski, 2021). Also, the
films prepared with gelatin are an ideal material for food
packaging due to its versatile advantages such as biodegra-
dability, as well as antibacterial and antioxidant properties in
foods. Nevertheless, gelatin films possess poor waterproof
and mechanical properties (Lu, 2022). The main purpose of
this study consisted in the development of a biomaterial pre-
pared with a blend of Chayotextle starch and gelatin. Also,
some properties such as mechanical, molecular, permeability
and solubility were investigated.

MATERIALS AND METHODS

For the preparation of films, the followings materials
were used: Wilson PS 30 mesh gelatin with 275°B (Gelita, Mx),
chayotextle starch and glycerol (Meyer, Mx).

Preparation of films

Isolation of chayotextle starch powder was carried
out according to the methodology developed by Hernan-
dez-Uribe et al. (2011). Five treatments of filmogenic solution
were prepared according to Table 1.

Table 1. Composition of films considering different ratios of blends.
Tabla 1. Composicion de peliculas considerando diferentes proporciones
de mezclas.

Sample Starch(g) Gelatin(g) Glycerol(mL) Distilled water
(mL)

S 4 0 2 180

SG3:1 3 1 2 180

SG2:2 2 2 2 180

SG1:3 1 3 2 180

G 0 4 2 180

Firstly, 160 mL of distilled water were added to a
mini-reactor (300 mL) followed by 2 g of glycerol and 10 min
of stirring (Lightning Lab MasterSPX-Mixer). Different treat-
ments of 4, 3, 2, 1, and 0 g of chayotextle starch were added
to the corresponding reactor. The temperature solution was
raised at 85 °C for 10 min. The solution was cooled down to
60 °C to add gelatin. Secondly, 0, 1, 2, 3 and 4 g of porcine
gelatin with 275°B (Wilson Porcine Skin) were placed in a
corresponding flask containing 20 mL of water at room tem-
perature for swelling of gelatin. After 10 min of swelling, the
temperature of the gelatin solution was increased to 55 °C
and maintained for 10 min with constant stirring for melting
of gelatin. The melted gelatin was added to the starch-glycer-
ol solution and stirred for 10 min to homogenize the mixture.

From these gelatin-starch-glycerol mixtures, 60 g of
each filmogenic solution were placed in 13 cm-diameter
petri dishes. Once the solutions cooled down at room tem-

L«
\‘)‘9?’“ Volumen XXIV, Numero 3
=108

perature, they were dried in a digitally controlled drying oven
(Felisa) at 25 °C for 72 hrs. Then, films were peeled off from
the substrate and cut into strips (10 mm x 100 mm). Average
thickness was 0.1 £ 0.005 mm.

Conditioning of samples

Films were stored for seven days over PO, (0% RH.)
for a maximum removal of water in a plastic desiccator with a
button lid (Thermo Scientific®). After this storage time, films
reported 2.3 £ 0.1 % dry basis of water content. Then, strips
were stored over a salt solution (K,CO,=44%R.H.)ina sealed
box for 7 days to equilibrate the water content at 15 % dry
basis. After the conditioning time, samples were ready for
mechanical and structural properties testing.

Tensile strength performance test

The films were clamped in the texture analyzer
machine (Brookfield CT3 Analyzer). The distance between
tensile grips was 50 mm. It was considered as the original
length of the sample for strain calculation. Settings for the
machine were; test mode = tension; test speed = 0.10 mm/
sec; distance = 30 mm. The performance of the mechanical
properties of films was assessed by stretching the sample
from its original length, until the sample was fractured.

Calculations

The resistance of the films to elongation at small de-
formation is called Young’s Modulus (E) (Sperling, 2006). This
was calculated from the linear region of the curve at 0.5 mm
of strain as follows in equation 1:

(Gradient * AL)
3
po_ (t*w)
1x10°
Where: E = Young’s Modulus (GPa); Gradient = Slope
of the curve at 0.5 mm of strain (N/mm); AL = increment of
length (mm); t = thickness (m); w = width of the film (m).
The stress at break and strain at break were obtained
from the maximum force and distance of the tensile strength
curve.

Fourier Transform Infrared

The absorption spectres were obtained on a Frontier
FT-IR (Perkin Elmer) equipped with attenuated total reflec-
tance (ATR). The interval of measurement was from 400 to
4,000 cm™ at room temperature. The automatic signals were
recollected in 3260 scans at a resolution of 1 cm™ and digita-
lized with the spectrum 10 software.

X-Ray

The grade of crystallinity was measured in a Bruker (D2
PHASER Second generation) diffractometer. Films samples
were cutinto 2.4 cm diameter-circles. A divergence apparatus
was used at 0.6 mm and the data recollected were in a range
of 20 from 5 ° to 80 ° at a speed of 1°/ min; 30 mA and 40 kV.
The calculations of both amorphous and crystalline content
of films were calculated with the Diffrac.suite-EVA software.
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Solubility and permeability of films

Previous to the solubility test, samples were stored in
a desiccator for 7 days to remove water. The solubility was
performed according to Garcia et al. (2004), with some mod-
ifications. Samples sized 2 x 3 cm were weighed and placed
in glass vessels containing 80 mL of distilled water and kept
under constant stirring for 1 h at 25° C. Samples were dried
at 70 °Cfor 2 h. The solubility percentage was calculated with
the following equation:

initial dry weight — final dry weight

Percentage solubility = initial dry weight x 100

The permeability to water vapor in films was deter-
mined employing the standard gravimetric method of the
ASTM, E 96-80 (ASTM, 1989) better known as “the test cell”.

Statistical analysis

A randomized design experiment and an analysis of
variance (ANOVA) were applied to experimental data which
included a Tukey test (P < 0.05). Data were analyzed with
the IBM SPSS v25.0 software (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Ten
replicates per treatment were considered in this experiment.

RESULTS AND DISCUSSION
Mechanical properties

The resistance of films to fracture is an important
parameter that describes the structural conformation of
films. The mechanical performance of this biomaterial could
be of great importance when applied as a protector for food
products, as well as pharmaceutical applications. Figure 1
shows that the interaction of the two biopolymers affected
the young's module (E) significantly (P<0.05). The viscoelastic
properties of films appeared to decrease as the amount of
gelatin increased. Starch films showed 5MPa and the addition
of protein decreased E up to 1MPa at the SG 1:3 ratio. These
results agree very well with those obtained for previous
work, carried out with sago starch and fish gelatin (Al-Hassan
and Norziah, 2012). The water/gelatin/starch interactions are
mainly produced through hydroxyl groups of starch chains.
Also, the presence of small molecules such as water increase
the possibility of interaction through hydrogen bonding
between starch and gelatin (Tolstoguzov, 1994).

The fracture properties of films represented for the
tensile strength and elongation at break demonstrated that
the presence of gelatin in films produced brittle continuous
networks with large deformation properties. The increment
of gelatin in all formulation with starch reduced the elonga-
tion at break parameter as a result of the interaction between
hydroxyl groups of both starch and gelatin (Al-Hassan and
Norziah, 2012). G sample reflected the highest force applied
to fracture with 0.15 MPa. These results suggest that there
was a better degree of crosslinking in this particular sample.
The formation of films in samples with presence of starch was
attributed to the entanglement of amorphous chains rather
than ordered aggregates or junction points (Kramer, 2009;
Wang et al., 2017). The films formulated with starch resulted

Young’s Modulus (MPa)

Elongation at break (%)

Tensile strength (MPa)

6 - d a
d
5 -
41 {
C
] t
b
2 | <|I>
a
" ()
0 -
s SG3:1 SG2:2 SG1:3 G
Treatments
100
c b)
80 -
60 -
b
(]
40 -
a
f .
20 E
0 -
S SG3:1 SG2:2 SG1:3 G
Treatments
0.18
C)
c
0.16 E
0.14
0.12 1
0.10 +
b
0.08 - b b
0.06 { {
a
0.04 {
0.02 T T T T T
S SG3:1 SG2:2 SG1:3 G

Treatments

Figure 1: Mechanical properties of gelatin-starch films. a) Young’s modulus,
b) Tensile strength, c) Elongation at break. Different letters represent
significant differences (P < 0.05). Error bars represent 1 SD of 10 replicates.
Figura 1: Propiedades mecanicas de peliculas de gelatina-almidon.

a) Médulo de Young, b) Fuerza a la ruptura, ¢) Elasticidad. Diferentes

letras representan diferencias significativas (P<0.05). Las barras de error
representan 1 DE de10 repeticiones.
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with limited mechanical properties such as fragile and brittle
(Wang et al., 2007). The growing interactions between the
hydroxyl groups in glycerol and carboxyl groups of amyloses
in starch and gelatin, could increase interfacial interactions
between these biopolymers avoiding weak links that create
strain in the bio composed matrix.

The elongation at break depends, as tensile strength
do, on different factors in mixed system between starch
and gelatin which include the hydrogen bonding through
their hydroxyl groups. The anionic domains of starch form
a network with the cationic domains of gelatin molecules
between anionic ones (Fonkwe et al., 2003). G sample and the
SG 1:3 mixture showed the highest deformation with 80%
compared to the rest of the samples. Previous work carried
out in gelatin films in presence of glycerol, have shown that
glycerolis compatible with gelatin, and increases significantly
its plasticity resulting in higher flexibility and transparency
(Al-Hassan and Norziah, 2012; Park et al., 2008).

FT-IR spectroscopy

The rheological and mechanical properties of both
starch and gelatin depend on their morphology, particularly
on their grade of homogeneity and the composition of the
continuous and disperse phase (Liu et al., 2014). Figure 2
shows the FTIR transmission spectra of typical gelatin and
starch films. The spectral characteristics for gelatin are amide
I and Il bands which are located approximately at 1650y 1547
cm” respectively. The absorption of amide | was mainly due
to the vibration of elongation of the C=0 link and amide Il
peaks resulted from the flexion of the N-H link and elongation
of the C-N link. The CO and CC groups were observed at 1236
cm™. They were related to conformation of crystalline region
of starch (Mutungi et al., 2011). The bands of absorption at
approximately 1150, 1125 and 1105 cm™ were due to CO, CC
extending to some contributions of COH and related modes
with CH,. For starch a series of peaks overlapping located in
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Figure 2: Comparison of FT-IR spectra of films from gelatin vs starch.

Figura 2: Comparacion del espectro FT-IR entre peliculas de gelatina
almidon.
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the region of 1180-953 cm™ were more intense bands. Also,
3400-3100, 3000-2700 cm™ bands belong to an extension of
vibrations between OH and CH respectively (Muyonga et al.,
2004). It was observed that all the bands of absorptions ap-
peared according to the origin of single materials and there
were not observed new bands for blends (see Figure 3).

Degree of crystallinity in films

Films presented a pattern of diffraction characteristic
of a partially crystalline material. Figure 4 shows the typical
diffractograms for G and S sample. G sample showed peaks
located in the region around 7° and 20° (Tao et al., 2018).
These peaks are associated with diameter and intensity of
the triple helix structure reconstructed from collagen (Rivero
etal., 2010).
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Figure 3: Behaviour of the FT-IR spectra of films as a function of gelatin-
starch mixing ratios.

Figura 3: Comportamiento de los espectros FT-IR en peliculas en funcion
de los diferentes grados de mezclas de gelatina y almidén.
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Figure 4: X-ray diffraction patterns of gelatin and starch films.
Figura 4: Patrones en la difraccion de rayos X en peliculas de gelatina y
almidon.
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Functional groups of gelatin interfered with the re-
assembly of the structure during the film structure formation
process (Wang et al., 2017). Previous works on gelatin films
(Bigi et al., 2004) have shown that the peak around 7° is re-
lated with the diameter of the triple helix and its intensity is
associated with the content of the triple helix in films. Peaks
presented in starch film at 17°, 20° and 22° were characteristic
of crystal proportions that remained in films after heating
the sample before preparation of films. It means that thermic
energy proportioned at 85°C in the preparation of film was
not enough to unchain complete gelatinization of that phase
in starch (Gao et al., 2021). However, this thermal treatment
unchained a rupture in the granule of starch releasing amylo-
se and amylopectin in the filmogenic solution (Kramer, 2009).

From Table 2, it can be observed that S sample repor-
ted significant differences (P < 0.05) with 55.15 % of amor-
phous content and 44.83% of crystalline content. Comparing
these results with G sample, a lower amount of amorphous
content (35.03 %) was observed. However, the amorphous
content of mixed samples resulted significantly (P < 0.05)
higher compared to Gelatin. The SG 2:2 sample showed the
higher content with 62.13 %. The higher the amount of starch
in films formulation, the greater the amorphous proportion
was measured.

Table 2. Degree of Crystallinity in gelatin-starch films. Different letters re-
present significant differences (P < 0.05). Each value represents the average
of 3 replicates.

Tabla 2. Grado de cristalinidad en peliculas de almidén-gelatina. Diferentes
letras representan diferencias significativas (P < 0.05). Cada valor representa
el promedio de3 repeticiones.

Sample Amorphous content (%) Crystalline content (%)
S 55.16 + 2.98 b¢ 44.83 +2.98 2

SG 3:1 46.02 £ 42 53.97 £ 4 b«

SG 2:2 62.13+1.39¢ 37.86+1.392
SG1:3 55.09 £ 1.69b © 43.90 + 0.88

G 35.03+8.82° 64.96 +8.82 ¢

During the drying of the film solutions, the mole-
cules followed a tendency to reorganize towards its native
structure (Ledward, 1986; Parker and Ring, 2005). The speed
of drying in S treatments were higher than the speed of the
reorganization of its structure, resulting in a predominance
of the amorphous proportion in films. However, the G film
reached a partial reorganization to collagen-like structure
before the filmogenic solution dried (Aguirre-Alvarez et al.,
2011). The films from samples SG 3:1, SG 2:2, SG1:3 and G
were produced from gel to solid state with a more ordered
structure. This behavior is congruent with the observed data
in the determination of crystallinity as the G films presented
64.96 % of crystallinity. The ratio of crystallinity decreased
with the presence of starch in the filmogenic solution up to
37.86 % in the SG 2:2 sample. This could be the reason why
the sample G resulted more brittle and with higher tensile
strength compared to the rest of the samples.

Solubility of films

The solubility of edible films such as starch-gelatin
results of greater importance when applied as a packaging
material in foods. Figure 5 shows significant differences
between treatments (P<0.05). The higher the amount of
gelatin, the higher the solubility of films.
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Figure 5: Solubility of gelatin-starch films. Different letters represent signif-
icant differences (P < 0.05). Error bars represent 1 SD of 3 replicates.
Figura 5: Solubilidad de peliculas de gelatina-almidoén. Diferentes letras

representan diferencias significativas (P<0.05). Las barras de error represen-
tan 1 DE de 3 repeticiones.

The reduction in film solubility could be attributed to
the physical interference when starch interacts with gelatin
chains entanglement within the film matrix (Guo et al., 2014).
The preparation of films involved a thermal treatment of
native starch. This process of gelatinization produced very
reactive OH groups when exposed to water (Sun et al., 2013).
However, blends of starch and gelatin interact each other
by means of hydrogen bonds blocking hydroxyl positions
capable of association with water (Ahmad and Sarbon, 2021;
Flores et al., 2010). The presence of gelatin in the mixtures
increased this solubility significantly up to approximately 30
% for SG 1:3. This particular sample showed no significant
differences (P>0.05) with G treatment prepared only with
gelatin and glycerol. These results were lower compared
to those reported for films prepared with fish gelatin and
chitosan (Fakhreddin Hosseini et al., 2013), chicken skin
and tapioca starch (Loo and Sarbon, 2020) and gelatin with
potato starch (Aitboulahsen et al.,, 2020). It is well known
that gelatin possesses hydrophilic properties due to some
amino acids such as lysine, serine, arginine, hydroxyproline,
and aspartic and glutamic acids (Schrieber and Gareis, 2007;
Theerawitayaart et al., 2019). These results suggest that
addition of starch to gelatin films reduces the gelatin degree
of solubility due to electrostatic forces undergoing associative
interactions to form a polyelectrolyte complex, which may
cause the reduction in water solubility (Fakhreddin Hosseini
etal., 2013).

)
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The barrier properties of starch-gelatin films

The water vapor permeability (WVP) is the flux of mo-
lecules through a material normalized to a pressure gradient
(Tyuftin and Kerry, 2021). WVP of films prepared with starch
(S) resulted in greater amount compared to the films prepa-
red with gelatin. Figure 6 shows that the presence of gelatin
decreased the WVP no matter what the amount of gelatin was
added. Sample S showed high WVP due to its abundance of
hydrophilic hydroxyl groups present within amylose concen-
tration of chayotextle starch. This affinity to water molecules
promoted the migration of water vapor molecules through
the film (Alias and Mhd Sarbon, 2019). The same trend was
observed in previous work carried out in films prepared with
sago starch-gelatin and glycerol (Al-Hassan and Norziah,
2012). The greater the amount of starch, the higher the WVP
was obtained. For treatments in presence of gelatin, it is be-
lieved that the starch hydroxyl groups interacted easily with
gelatin amino groups via hydrogen bonds to form physically
reticulated networks with more compact structure between
starch and gelatin, reducing permeation of water molecules
into the matrix of films (Ahmad et al., 2015; Wang et al., 2017;
Xu et al., 2005). This behavior could be explained in terms of
differences in structural properties as the hydrophilic charac-
ter of the matrix promoted different transport rates of water
adsorption capacity in films containing gelatin (Moreno et
al., 2016). Previous works have demonstrated that WVP of
films depended on several factor such as the ratio between
the amorphous and crystalline zones (Garcia et al., 2000),
and the greater the crystalline/amorphous ratio, the lower
the permeability (Donhowe and Fennema, 1993). The same
behavior was observed in films prepared with chayotextle
starch and cellulose nanoparticles (Aila-Suarez et al., 2013),
the higher the amount of cellulose nanoparticle, the higher
the crystallinity of films was obtained, shifting the WVP to
lower values.
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Figure 6: Water Vapour Permeability of films prepared from gelatin and
Chayotextle starch. Different letters represent significant differences

(P <0.05). Error bars represent 1 SD of 3 replicates.

Figura 6: Permeabilidad de vapor de agua en peliculas de gelatina-
almidén. Diferentes letras representan diferencias significativas (P < 0.05).
Las barras de error representan 1 DE de 3 repeticiones.
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CONCLUSION

The characterization of starch-gelatin films was suc-
cessful by obtaining films with a diversity of characteristics
of resistance, solubility and permeable abilities. The films
prepared with gelatin resulted more brittle and rigid. Howe-
ver, the addition of starch changed significantly the charac-
teristics of the films presenting lower rigidity and solubility
properties. Based on the interaction of starch and gelatin in
the mixed systemes, it is concluded that structural properties
in films can be adapted to the needs and requirements of
different industries such as pharmaceutical, biomedical and
food engineering. As examples, the following applications of
these biomaterials could be mentioned: coatings and packa-
ging of fresh meat, coating of fruits and vegetables, soft gel
capsules contained, matrix for the release of drugs, bioactive
ingredients, among others.

ACKNOWLEDGEMENT

The first author gratefully acknowledges to Uni-Colla-
gen S.A.de C.V.and Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
for their financial support. Grant number: 928897.

REFERENCES

Aguirre-Alvarez, G., Pimentel-Gonzalez, D. J.,, Campos-Montiel,
R. G., Foster, T, and Hill, S. E. 2011. The effect of drying
temperature on mechanical properties of pig skin gelatin
films. Cyta-Journal of Food, 9(3): 243-249.

Ahmad, A. A, and Sarbon, N. M. 2021. A comparative study:
Physical, mechanical and antibacterial properties of bio-
composite gelatin films as influenced by chitosan and zinc
oxide nanoparticles incorporation. Food Bioscience, 43:
101250.

Ahmad, M., Hani, N. M., Nirmal, N. P, Fazial, F. F.,, Mohtar, N. F,, and
Romli, S. R. 2015. Optical and thermo-mechanical properties
of composite films based on fish gelatin/rice flour fabricated
by casting technique. Progress in Organic Coatings, 84: 115-
127.

Aila-Sudrez, S., Palma-Rodriguez, H. M., Rodriguez-Hernéndez, A.
I, Hernandez-Uribe, J. P, Bello-Pérez, L. A., and Vargas-Torres,
A. 2013. Characterization of films made with chayote tuber
and potato starches blending with cellulose nanoparticles.
Carbohydrate Polymers, 98(1): 102-107.

Aitboulahsen, M., El Galiou, O., Laglaoui, A. Bakkali, M.,
and Hassani Zerrouk, M. 2020. Effect of plasticizer type
and essential oils on mechanical, physicochemical, and
antimicrobial characteristics of gelatin, starch, and pectin-
based films. Journal of Food Processing and Preservation,
44(6): e14480.

Al-Hassan, A. A., and Norziah, M. H. 2012. Starch-gelatin edible
films: Water vapor permeability and mechanical properties
as affected by plasticizers. Food Hydrocolloids, 26(1): 108-
117.

Alias, S. A, and Mhd Sarbon, N. 2019. Rheological, physical,
and mechanical properties of chicken skin gelatin films
incorporated with potato starch. npj Science of Food, 3(1):
26.

ASTM. (1989). Standard test methods for water vapor
transmission of materials in sheet form. E96-80 ASTM
International, Philadelphia.



Pérez-Marroquin et al: Development of a biomaterial based on starch-gelatin / XXIV (3): 107-114 (2022)

Bigi, A., Panzavolta, S., and Rubini, K. 2004. Relationship between
triple-helix content and mechanical properties of gelatin
films. Biomaterials, 25(25): 5675-5680.

Donhowe, I. G., and Fennema, O. 1993. Water-vapor and oxigen
permeability of wax films. Journal of the American Oil
Chemists Society, 70(9): 867-873.

Duconseille, A., Astruc, T., Quintana, N., Meersman, F.,, and Sante-
Lhoutellier,V.2015. Gelatin structure and composition linked
to hard capsule dissolution: A review. Food Hydrocolloids,
43:360-376.

Fakhreddin Hosseini, S., Rezaei, M., Zandi, M., and Ghavi, F. F.
2013. Preparation and functional properties of fish gelatin-
chitosan blend edible films. Food Chem, 136(3-4): 1490-
1495.

Flores, S. K., Costa, D., Yamashita, F., Gerschenson, L. N., and
Grossmann, M. V. 2010. Mixture design for evaluation of
potassium sorbate and xanthan gum effect on properties of
tapioca starch films obtained by extrusion. Materials Science
and Engineering C, 30(1): 196-202.

Fonkwe, L.G.,Narsimhan, G.,and Cha, A.S.2003. Characterization
of gelation time and texture of gelatin and gelatin-
polysaccharide mixed gels. Food Hydrocolloids, 17(6): 871-
883.

Gao, W., Zhu, J., Kang, X,, Wang, B, Liu, P, Cui, B., and Abd EI-Aty,
A.M.2021.Development and characterization of starch films
prepared by extrusion blowing: The synergistic plasticizing
effect of water and glycerol. LWT, 148: 111820.

Garcia, M. A, Martino, M. N, and Zaritzky, N. E. 2000.
Microstructural characterization of plasticized starch-based
films. Starch-Starke, 52(4): 118-124.

Garcia, M. a. A, Pinotti, A., Martino, M. N., and Zaritzky, N. E.
2004. Characterization of composite hydrocolloid films.
Carbohydrate Polymers, 56(3): 339-345.

Guo, J,, Ge, L., Li, X., Mu, C,, and Li, D. 2014. Periodate oxidation
of xanthan gum and its crosslinking effects on gelatin-based
edible films. Food Hydrocolloids, 2014 v.39: pp. 243-250.

Hernandez-Uribe, J., Agama, E., Gonzalez-Soto, R., Bello-Pérez, L.,
and Vargas-Torres, A. 2011. Isolation and characterization of
Mexican chayote tuber (Sechium edule Sw.) starch. Starch -
Starke, 63.

Hosseini, S. F, Javidi, Z,, and Rezaei, M. 2016. Efficient gas
barrier properties of multi-layer films based on poly(lactic
acid) and fish gelatin. International Journal of Biological
Macromolecules, 92: 1205-1214.

Jiménez-Hernandez, J., Salazar-Montoya, J. A, and Ramos-
Ramirez, E. G. 2007. Physical, chemical and microscopic
characterization of a new starch from chayote (Sechium
edule) tuber and its comparison with potato and maize
starches. Carbohydrate Polymers, 68(4): 679-686.

Kramer, M. E. 20009. Structure and function of starch-based edible
films and coatings. In M. E. Embuscado and K. C. Hubber
(Eds.), Edible films and coatings for food applications (pp.
113-134). New York, USA: Springer Science.

Ledward, D. A. 1986. Gelation of gelatin. In J. R. Mitchell
and D. A. Ledward (Eds.), Functional properties of food
macromolecules (pp. 171-202). London, UK.: Elsevier
Applied Sciences Publishers LTD.

Li, W. C, Tse, H. F, and Fok, L. 2016. Plastic waste in the marine
environment: A review of sources, occurrence and effects.
Science of The Total Environment, 566-567: 333-349.

Liu, X.-x., Wang, Y.-f,, Zhang, N.-z, Shanks, R. A, Liu, H.-s., Tong,
Z., ...Yu, L. 2014. Morphology and phase composition of
gelatin-starch blends. Chinese Journal of Polymer Science,
32(1):108-114.

Loo, C. P. Y, and Sarbon, N. M. 2020. Chicken skin gelatin films
with tapioca starch. Food Bioscience, 35: 100589.

Mittal, A., Garg, S., Kohli, D., Maiti, M., Jana, A. K., and Bajpai, S.
2016. Effect of cross linking of PVA/starch and reinforcement
of modified barley husk on the properties of composite
films. Carbohydrate Polymers, 151: 926-938.

Moreno, O., Cardenas, J., Atares, L., and Chiralt, A.2017. Influence
of starch oxidation on the functionality of starch-gelatin
based active films. Carbohydrate Polymers, 178: 147-158.

Moreno, O., Diaz, R, Atares, L., and Chiralt, A. 2016. Influence
of the processing method and antimicrobial agents on
properties of starch-gelatin biodegradable films. Polymer
International, 65(8): 905-914.

Mutungi, C,, Onyango, C., Doert, T., Paasch, S., Thiele, S., Machill,
S, ... Rohm, H. 2011. Long- and short-range structural
changes of recrystallised cassava starch subjected to in vitro
digestion. Food Hydrocolloids, 25(3): 477-485.

Muyonga, J. H., Cole, C. G. B, and Duodu, K. G. 2004. Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopic study of acid soluble
collagen and gelatin from skins and bones of young and
adult Nile perch (Lates niloticus). Food Chemistry, 86(3): 325-
332.

Park, J. W., Scott Whiteside, W., and Cho, S. Y. 2008. Mechanical
and water vapor barrier properties of extruded and heat-
pressed gelatin films. LWT - Food Science and Technology,
41(4): 692-700.

Parker, R., and Ring, S. G. 2005. The Physical Chemistry of Starch.
In S. Dumitriu (Ed.), Polysacharides. Structural diversity and
functional versatility (Second ed., pp. 591-624). New York.
USA: Marcel Dekker.

Rivero, S., Garcia, M. A, and Pinotti, A. 2010. Correlations
between structural, barrier, thermal and mechanical
properties of plasticized gelatin films. Innovative Food
Science & Emerging Technologies, 11(2): 369-375.

Schrieber, R., and Gareis, H. 2007. Gelatine handbook. Theory
and industrial practice Weinheim, Germany: Wiley-VCH

Sperling, L. H. 2006. Introduction to physical polymer science
(Fourth ed.). New York. USA: John Wiley & Sons, Inc.

Sun, Q., Sun, C,, and Xiong, L. 2013. Mechanical, barrier and
morphological properties of pea starch and peanut protein
isolate blend films. Carbohydrate Polymers, 98(1): 630-637.

Tao, F, Shi, C.,and Cui, Y. 2018. Preparation and physicochemistry
properties of smart edible films based on gelatin-starch
nanoparticles. J Sci Food Agric, 98(14): 5470-5478.

Theerawitayaart, W, Prodpran, T, and Benjakul, S. 2019.
Enhancement of Hydrophobicity of Fish Skin Gelatin via
Molecular Modification with Oxidized Linoleic Acid. Journal
of Chemistry, 2019: 5462471.

Tolstoguzov, V. B. 1994. Some physicochemical aspects of
protein processing in foods. In G. O. Philips, P. A. Williams,
and D. J. Wedlock (Eds.), Gums and stabilizers for the food
industry (Vol. 7, pp. 115-154). Oxford: Oxford University
Press.

Tyuftin, A. A., and Kerry, J. P. 2021. Gelatin films: Study review
of barrier properties and implications for future studies
employing biopolymer films. Food Packaging and Shelf Life,
29: 100688.

_—
=

A\

Volumen XXIV, Nimero 3 | —%

-
—



Pérez-Marroquin et al: Biotecnia / XXIV (3): 107-114 (2022)

Wang, K., Wang, W. H,, Ye, R,, Xiao, J. D, Liy, Y. W,, Ding, J. S., ... Wang, W., Wang, K., Xiao, J, Liu, Y., Zhao, Y., and Liu, A. 2017.
Liu, A. J. 2017. Mechanical and barrier properties of maize Performance of high amylose starch-composited gelatin
starch - gelatin composite films: effects of amylose content. films influenced by gelatinization and concentration.
Journal of the Science of Food and Agriculture, 97(11): 3613- International Journal of Biological Macromolecules, 94: 258-
3622. 265.

Wang, L. Z, Liu, L., Holmes, J.,, Kerry, J. F, and Kerry, J. P. 2007. Xu, Y. X., Kim, K. M., Hanna, M. A,, and Nag, D. 2005. Chitosan-
Assessment of film-forming potential and properties starch composite film: preparation and characterization.
of protein and polysaccharide-based biopolymer films. Industrial Crops and Products, 21(2): 185-192.

International Journal of Food Science and Technology, 42(9):
1128-1138.

L«
\)‘9?’* Volumen XXIV, Nimero 3
114



Biotecnia

Revista de Ciencias Biologicas y de la Salud
http://biotecnia.unison.mx

Universidad de Sonora
“El saber de mis hijos hard §
mi grandeza”

Impacto de la conductividad eléctrica de la solucidon nutritiva
en la biomasa, pigmentos fotosintéticos y compuestos nitrogenados
en lechuga

Impact of the nutritive solution electrical conductivity on lettuce biomass, photosynthetic pigments
and nitrogen compounds

Garcia-Terrazas MI', Santillan-Carrillo IE?, Holguin-Mina R3, Sarifiana-Aldaco O™
' Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila 25315, México.

2 Secretaria de Bienestar, Durango, Durango 34139, México.

3 Departamento de Agricultura Sustentable y Protegida, Universidad Tecnoldgica de la Tarahumara, Guachochi, Chihuahua

33180, México.

RESUMEN

La concentracion deiones en la solucién nutritivaen un
sistema sin suelo tiene un impacto directo en el rendimiento
y calidad de los cultivos. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto de la conductividad eléctrica de la solucion
nutritiva sobre la biomasa, pigmentos y compuestos nitroge-
nados en el cultivo de lechuga. Se utilizé un disefio experi-
mental en bloques completos al azar con cinco tratamientos
(1,1.5,2,2.5y 3dS m") y nueve repeticiones. Se determiné
la biomasa total (fresca y seca) y la acumulacién de clorofilas,
carotenoides, proteinas, aminodcidos, glutation reducido y
capacidad antioxidante hidrofilica por el método ABTS. Los
resultados indicaron que la conductividad eléctrica de la
solucién nutritiva que mejord la acumulacién de biomasa fue
lade2.5dSm™. Lade2dS m'incrementd la concentracion de
proteinas y aminodcidos, mientras que la de conductividad
eléctrica de 3 dS m™ mejord la concentracion de pigmentos,
glutatién reducido y aumenté la capacidad antioxidante,
pero disminuyé el rendimiento. El manejo adecuado de la
conductividad eléctrica de la solucién nutritiva es un factor
importante que permite mejorar el rendimiento y calidad de
los cultivos en sistemas sin suelo.
Palabras clave: Nutricion vegetal, cultivo sin suelo, absorcién
de nutrientes, rendimiento, calidad de cultivos.

ABSTRACT

The ion concentration in the nutrient solution in a
soilless system has a direct impact on the yield and quality of
the crops. The objective of this research was to evaluate the
effect of the electrical conductivity of the nutrient solution on
the biomass, pigments and nitrogenous compounds in lettu-
ce. A randomized complete block experimental design was
used with five treatments (1, 1.5, 2, 2.5 and 3 dS m™) and nine
repetitions. Total biomass (fresh and dry) and accumulation
of chlorophylls, carotenoids, proteins, amino acids, reduced
glutathione and hydrophilic antioxidant capacity by the
ABTS method were determined. The results indicate that the
electrical conductivity of the nutrient solution that improved
biomass accumulation was 2.5 dS m™. The conductivity of 2
dS m™ increased proteins and amino acids, while the electri-
cal conductivity of 3 dS m” improved the concentration of

*Autor para correspondencia: Oscar Sarifiana Aldaco
Correo electrénico: oscarsarinana390@gmail.com
Recibido: 25 de febrero de 2022

Aceptado: 6 de junio de 2022

pigments, glutathione, and hydrophilic antioxidant capacity
but decreased the yield. Proper management of the electri-
cal conductivity of the nutrient solution is a very important
factor for improving the yield and quality of crops in soilless
systems.

Keywords: Plant nutrition, soilless cultivation, nutrient ab-
sorption, yield, crop quality.

INTRODUCCION
En los ultimos afos la agricultura ha enfrentado di-
versos problemas, como la alta salinidad del suelo, la escasez
deaguayaltasy bajas temperaturas ambientales, que afectan
negativamente la productividad de los cultivos (Jankovska-
Bortkevic etal., 2020; Shinde y Marathe, 2021). Una estrategia
que ha permitido enfrentar algunos de estos problemas es el
cultivo sin suelo, el cual permite el uso eficiente del agua y
fertilizantes, debido a que la nutricion de los cultivos se lleva
a cabo mediante soluciones nutritivas (SNs) (Sambo et al.,
2019; Shinde y Marathe, 2021). Esta técnica permite obtener
incrementos en rendimiento y calidad y una disminucién en
la contaminacién del medio ambiente (Manos y Xydis, 2019).
El uso de SNs proporciona a los cultivos las cantidades
necesarias de nutrimentos, sin caer en excesos o deficiencias,
sin embargo, el manejo de la SN es fundamental para obtener
éxito (Sambo et al., 2019). Se deben tener equilibrios quimi-
cos en la SN y controlar sus caracteristicas fisico-quimicas
para evitar la precipitacién y complejacién de los elementos
(Sambo et al., 2019). Dentro de las caracteristicas a controlar
destacan la conductividad eléctrica (CE), pH y temperatura,
las cuales, afectan los equilibrios quimicos de la SN e influyen
en la absorcion de los nutrimentos por las plantas (Sambo et
al., 2019).
El incremento del rendimiento en sistemas sin suelo
no solo depende del manejo de los equilibrios iénicos y
caracteristicas fisico-quimicas de la SN, debiéndose también
considerar las necesidades nutrimentales del cultivo y el
sustrato o medio que se utilice como sostén (Michelon et
al., 2021). El aumento del rendimiento resulta del correcto
funcionamiento metabdlico celular, que permite la acumu-
lacion de metabolitos primarios y componentes celulares, los
cuales son los responsables del aumento de biomasa en las
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plantas (Hassan et al., 2020). Ciertos metabolitos primarios
y componentes celulares en gran parte son compuestos
nitrogenados. Se sabe que el nitrégeno estd implicito en la
acumulacién de biomasa y la correcta nutriciéon de las plan-
tas (Hassan et al., 2020).

La lechuga (Lactuca sativa) es una de las principales
hortalizas de hoja con importancia econémica a nivel mun-
dial. Tiene un bajo nivel calérico y es una fuente importante
de vitaminas, compuestos fendlicos, clorofilas, carotenoides
y minerales (Han et al., 2018; Adhikari et al., 2019). La lechuga
se produce en todo el mundo bajo diferentes restricciones
climaticas, siendo Estados Unidos, Europa y China las princi-
pales regiones productoras (Simko et al., 2014). Actualmente
existe controversia sobre la CE que debe tener la SN que se
aplica a la lechuga en cultivo sin suelo. Se menciona que el
cultivo es sensible a la salinidad y que la CE de la SN no debe
de sobrepasar los 1.5 dS m™, pero la tolerancia a la salinidad
depende en gran medida de la variedad y del medio de
sostén (Adhikari et al., 2019; Michelon et al., 2021). Algunos
estudios han demostrado que al sobrepasar los 3 dS m™ la
absorcion de agua y nutrientes disminuye, lo que provoca
una menor productividad (Bilal et al., 2020). El objetivo de
la presente investigacion fue evaluar diferentes CE de la SN
para determinar su efecto en la biomasa, pigmentos y com-
puestos nitrogenados en lechuga romana.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones experimentales

El experimento se establecié de febrero a abril del afio
2021 bajo un invernadero cubierto de polietileno (Figura
1). La temperatura promedio fue de 28 °C y 50 a 60 % de
humedad relativa. Semillas de lechuga romana (Paris Island
Cos) fueron sembradas en bandejas de poliestireno con
sustrato compuesto por una mezcla de peat moss y perlita
(1:1 v/v). Las plantulas se cultivaron durante 30 dias hasta
que desarrollaron cuatro hojas verdaderas. Posteriormente
fueron trasplantadas en bolsas negras de polipropileno de
5 kg de capacidad con la misma composicién del sustrato
utilizado en la siembra. El sustrato utilizado para la siembra
y trasplante se desinfectd previamente con una solucién de
hipoclorito de sodio al 5 %.

El experimento consistié en evaluar cinco SNs con dif-
erente CE, tomando como base la SN Steiner (Steiner, 1961).
Se prepard una SN madre al 200 %, la cual se diluyd hasta
obtener las CE deseadas. Las CE probadas fueron 1, 1.5, 2, 2.5
y 3 dS m™. El pH de las SNs se mantuvo entre 5.8 - 6.2. Los
primeros 10 dias posteriores al trasplante se aplicé una SN
al 25 %, para después aplicar las diferentes SNs. El cultivo se
desarrollé durante 60 dias después del trasplante, aplicando
riegos manuales a capacidad de campo.

Diseiio experimental y muestreo de plantas

La investigacion se desarrollé bajo un disefio de
bloques completos al azar, probando cinco tratamientos con
nueve repeticiones, dando un total de 45 unidades experi-
mentales. La evaluacién de variables agrondmicas se realizd
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Figura 1. Apariencia de las plantas de lechuga utilizadas en el experimento
bajo condiciones protegidas.

Figure 1. Appearance of lettuce plants used in the experiment under
protected conditions.

en cuatro plantas seleccionadas al azar. La evaluacién del
contenido de diversos compuestos y capacidad antioxidante
se realizé en hojas de otras cuatro plantas, cortando una
hoja de la parte central de la cabeza de la lechuga de cada
repeticion. Las hojas se congelaron inmediatamente con
nitrégeno liquido y se almacenaron en un ultracongelador a
-80 °C hasta su analisis.

Variables agronomicas

Se determiné la biomasa fresca y seca de la cabeza y
raiz mediante el uso de una balanza digital. Para la biomasa
seca, el material vegetal se sec6 a 70 °C en un horno por 72 h.

Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

El contenido de pigmentos fotosintéticos se determiné
mediante el método descrito por Wellburn (1994), con ligeras
modificaciones. Brevemente, se mezclaron 15 mg de tejido
de lechuga con 1.250 mL de metanol. La mezcla se incub6
a temperatura ambiente (20 - 25 °C) en la oscuridad por 24
h y se evalué la absorbancia del sobrenadante en un espec-
trofotometro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) a 666, 653 y 470 nm. La concentracién de
los pigmentos se expresé en miligramos por gramo de peso
fresco (mg g' PF), usando las siguientes férmulas:

Chla=1[15.65(A666)-7.34(A653)]

Chl b =[27.05(A653)-11.21(A666)]

Carotenoides=[(000A470)-2.86(Chl a )-129.2(Chl b)]
221
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Cuantificacion de proteinas totales

El contenido de proteinas se determiné mediante
la técnica espectrofotométrica de Bradford (1976). Se mez-
claron en vértex (20 s) 100 mg de tejido y 2 mL de buffer de
fosfatos 0.1 M (pH 7 - 7.2). Las muestras se sonicaron durante
10 min y se centrifugaron a 10000 x g a 4 °C durante 10 min.
En un tubo de ensayo se colocaron 0.1 mL del sobrenadante
y 1 mL del reactivo Bradford. La mezcla se dej6é en reposo
por 5 min y se evalud su absorbancia a 595 nm. Los datos se
reportaron en miligramos por gramo de peso fresco (mg g
PF).

Cuantificacion de aminoacidos

La evaluaciéon del contenido de aminodcidos se llevd
a cabo mediante el método de Yemm y Cocking (1955). Los
aminodcidos fueron extraidos mezclando 100 mg de tejido
con 2 mL de buffer de citratos 0.09 M (pH 5). La mezcla se
agité mediante un vortex durante 20 s, se sonicé por 10 min,
se centrifugd a 8000 x g a 4 °C por 10 min y se recuperd el
sobrenadante. Posteriormente, se agregaron en tubos de
ensayo 0.250 mL del sobrenadante, 2.25 mL de buffer de
citratos y 0.5 mL de ninhidrina al 0.35 %. La mezcla se agité y
se colocd en bafo Maria en un rango de temperatura de 80 a
100 °C durante 20 min. Terminada la reaccién, las muestras se
colocaron en un bafio de hielo y se procedié a determinar su
absorbancia a 570 nm. Los resultados fueron reportados en
miligramos por gramo de peso fresco (mg g™ PF).

Cuantificacion de glutation reducido

Este metabolito se extrajo de las hojas de lechuga si-
guiendo el método anteriormente descrito para la extraccion
de proteinas. El contenido de glutatién reducido se determi-
né mediante la metodologia descrita por Xue et al. (2001).
Brevemente, en tubos de ensayo se agregaron 0.48 mL del
sobrenadante, 2.2 mL de Na,HPO, 0.32 My 0.32 mL de una
solucién 1 mM del colorante 5,5 ditio-bis-2 nitro benzoico. La
reaccion se dejé reposar por 15 min y se determiné su absor-
bancia a 412 nm. Los datos se reportaron en miligramos por
gramo de peso fresco (mg g PF).

Determinacion de capacidad antioxidante hidrofilica

Se obtuvo un extracto de compuestos antioxidantes
utilizando el método descrito anteriormente para la ex-
traccién de proteinas y glutatién reducido. La capacidad
antioxidante (ABTS) del extracto fue evaluada mediante el
método de Re et al. (1999). El radical se obtuvo a partir de
la reaccion del ABTS 7 mM con persulfato de potasio 2.45
mM (1:1 v/v) en la oscuridad durante 16 h. Posteriormente,
la solucién del radical se diluyé con etanol al 20 % hasta
obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.01 a 754 nm. En un tubo
de 2 mL se colocaron 20 yL del sobrenadante y 980 pL de la
dilucién del radical ABTS. La mezcla se agité durante 5 sy se
dejo reposar 7 min en oscuridad. La absorbancia del extracto
se determind a 754 nm. Los resultados se expresaron en mil-
igramos equivalentes de 4cido ascérbico por gramo de peso
fresco (mg EAA g PF).

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza y prueba de medias
LSD de Fisher (p < 0.05). Todos los procedimientos estadisti-
cos se realizaron utilizando el software Infostat (v2020).

RESULTADOS
Produccién de biomasa y rendimiento

Los resultados indicaron que las diferentes CE de
la SN causaron cambios significativos (p < 0.05) en biomasa
fresca y seca del cultivo de lechuga (Figura 2). La CE de la SN
gue mejores resultados presentd tanto en biomasa fresca y
seca fue la de 2.5 dS m™. Dicho tratamiento aumenté el peso
fresco de la cabeza (rendimiento), peso fresco de la raiz y
peso fresco total en un 144.91, 647.5 y 164.63 %, respectiva-
mente, en comparacién con el tratamiento que presenté los
valores mas bajos, que fue el que incluyé la SN con CEde 1 dS
m™. El peso seco de la cabeza, peso seco de la raizy peso seco
total aumentaron en un 144.9,301.83 y 167.04 %, respectiva-
mente, en comparacion al tratamiento con laSNde 1 dS m™,
que fue el que causo6 el contenido mas bajo de biomasa seca.
En general, se observé que la biomasa incrementé con la CE
de la SN de 2.5 dS m™, para posteriormente disminuir.

Pigmentos fotosintéticos

Las diferentes SNs provocaron cambios significativos
(p < 0.05) en la concentracion de pigmentos en lechuga (Fi-
gura 3). Conforme aumento la CE de las SNs, la concentracién
de los pigmentos fue mayor, siendo la SN de CE de 3 dS m’
la que provocé la mayor concentracion de estos compues-
tos. Esta SN aumento el contenido de clorofila a, clorofila b,
clorofila total y carotenoides en un 126.78, 122.72, 117.72 y
46.15 % respectivamente, en comparacion con la SN de CE de
1dS m’, la cual causo los valores mas bajos en estas variables
respuesta.

Compuestos nitrogenados y capacidad antioxidante

Las diferentes SNs causaron cambios importantes
(p < 0.05) en los contenidos de proteinas, aminoacidos,
glutation reducido y valores de capacidad antioxidante en
lechuga (Figura 4). El mayor contenido de proteinas y ami-
noacidos se observé con la SN de CE de 2 dS m™, superando
en un 142.37 y 252 %, respectivamente, las concentraciones
de estos compuestos obtenidos en lechuga tratada con la
SN de CE de 1 dS m™, la cual causé los contenidos mas bajos
de estos compuestos. La CE de 3 dS m™' causé el mayor con-
tenido de glutation reducido, el cual fue 19.04 % mayor al
observado con las SNs de 1y 2 dS m™, las cuales, causaron la
concentracion mas baja de glutation reducido. La capacidad
antioxidante increment6 con la CEde laSN de 3dSm™.

DISCUSION
Produccion de biomasa y rendimiento

La obtencion de altos rendimientos en los cultivos
depende de su genética, su fisiologia y del ambiente ade-
cuado para su desarrollo en todas sus etapas fenoldgicas (Xu
y Mou, 2015). En la actualidad, la produccién de cultivos es

)
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Figura 2. Efecto de la CE de la SN sobre la acumulacion de biomasa fresca y seca en el cultivo de lechuga. Promedios conectados me-
diante letras diferentes son estadisticamente distintos (LSD, p < 0.05). PFC: Peso fresco de la cabeza; PFR: Peso fresco de la raiz; PFT: Peso
fresco total; PSC: Peso seco de la cabeza; PSR: Peso seco de la raiz; PST: Peso seco total. Los intervalos de las barras representan el error

porcentual.

Figure 2. Effect of the EC of the NS on the accumulation of fresh and dry biomass in lettuce. Means connected by different letters are
statistically different (LSD, p < 0.05). FHW: Fresh head weight; FRW: Fresh root weight; FTW: Fresh total weight; DHW: Dry head weight;
DRW: Dry root weight; DTW: Dry total weight. Bar intervals represent percent error.

afectada por diferentes factores que provocan disminucio-
nes significativas de rendimiento y calidad, lo cual, ha llevado
a investigadores a buscar alternativas que permitan mitigar
estos problemas sin afectar el medio ambiente (Morales-
Espinoza etal., 2019).

En esta investigacion, los resultados obtenidos
demostraron que el control de la CE de las SNs es un factor
determinante en la calidad de la lechuga, aunque dichos re-
sultados dependieron probablemente de las caracteristicas
genéticas de la lechuga romana utilizada (Paris Island Cos), la
cual, es una variedad con buena tolerancia a la salinidad, ca-
lory a diferentes enfermedades (Xu y Mou, 2015). Esta buena
tolerancia a la salinidad de la variedad de lechuga utilizada
causo que la mayor acumulacién de biomasa y rendimiento
del cultivo fueran obtenidos con la SN de la CEde 2.5 dS m™.

L
\}‘;‘r‘“ Volumen XXIV, Numero 3
=118

Las SNs de CE baja (1, 1.5 y 2 dS m™) causaron una menor
acumulacién de biomasa, probablemente debido a un déficit
de nutrientes, mientras que la SN con la mayor CE (3 dSm)
pudo causar una restriccion en la absorciéon de agua y nu-
trientes, provocando asi un déficit hidrico, nutrimental y un
estado de toxicidad por la acumulacion de iones en la rizos-
fera que afectaron negativamente la produccion de biomasa
(Amalfitano et al., 2017).

La CE tiene una relacién importante en la absorcién
de agua y nutrientes por las plantas, entre méas se eleve la
CE, la absorcién disminuye, ya que las sales son compuestos
higroscépicos y tienen la capacidad de retener el agua de su
ambiente, motivo por el cual privan a las plantas de estos
recursos y por ende disminuyen su rendimiento (Preciado-
Rangel et al., 2021).
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Figura 3. Efecto de la CE de la SN sobre la concentracién de pigmentos en el cultivo de lechuga. Promedios conectados mediante
letras diferentes son estadisticamente distintos (LSD, p < 0.05). Cha a: Clorofila a; Cha b: Clorofila b; Cha T: Clorofila total; Caro: Carote-
noides; PF: Peso fresco. Los intervalos de las barras representan el error porcentual.

Figure 3. Effect of the EC of the NS on the concentration of pigments in lettuce. Means connected by different letters are statistically
different (LSD, p < 0.05). Cha a: Chlorophyll a; Cha b: Chlorophyll b; Cha T: Total Chlorophyll; Caro: Carotenoids; FW: Fresh weight. Bar

intervals represent percent error.

Resultados similares fueron reportados por Alvara-
do-Camarillo et al. (2020), quienes en su estudio con lechuga
romana indican que la CE de la SN de 2.5 dS m™, mejoré la
acumulacién de biomasa. Aini et al. (2020) observaron que la
CE de la SN que favorecié en mayor medida la acumulacion
de biomasa en lechuga romana fue la de 1.4 dS m™. Por otro
lado, da Cunha-Chiamolera et al. (2017) evaluaron tres CE de
[aSN (2,2.5y3dSmT) en la produccién de lechuga y tomate,
y observaron los mejores rendimientos con la SN de CE de
2.5dSm™, los cuales fueron inferiores a los mostrados en este
estudio.

Pigmentos fotosintéticos

La actividad fotosintética de las plantas esta en
funcién de la correcta nutricién y diferentes fenédmenos am-
bientales, por lo cual, es de gran importancia nutrir a los cul-
tivos de forma correcta, de acuerdo con su etapa fenoldgicay

proporcionarle los cuidados necesarios (Horchani etal., 2010).
El proceso fotosintético estd relacionado con el contenido
de diferentes elementos esenciales, entre ellos nitrégeno
(N), potasio (K), magnesio (Mg), fésforo (P), hierro (Fe), entre
otros (Yoon et al., 2019). En esta investigacion se observé
que la concentracion de pigmentos incrementé conforme se
aumenté la CE de la SN. Se ha sugerido que al incrementar la
CE de las SNs se reduce la absorcién de agua y nutrientes por
la planta, fendmenos que se han asociado con un proceso
fotosintético mas eficiente (Khoshbakht et al., 2015). Silva et
al. (2019) también observaron que al incrementar la CE (1,
1.3,1.6,1.9y 2.2 dS m") de la SN se incrementé la concen-
tracion de clorofila g, clorofila b, clorofila total y carotenoides
en lechuga. Morales-Espinoza et al. (2019) mencionan que
con el incremento de la salinidad se aumenta el contenido de
clorofila a, clorofila b y clorofila total en las hojas de tomate.

Volumen XXIV, Numero 3
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Figura 4. Efecto de la CE de la SN sobre el contenido de proteinas totales, aminodacidos, glutation reducido y capacidad antioxidante
hidrofilica ABTS en el cultivo de lechuga. Promedios conectados mediante letras diferentes son estadisticamente distintos (LSD, p <
0.05). PF: Peso fresco; ABTS: Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); EAA: Equivalentes de 4cido ascérbico. Los inter-

valos de las barras representan el error porcentual.

Figure 4. Effect of the EC of the NS on the content of total proteins, amino acids, reduced glutathione and hydrophilic antioxidant
capacity ABTS in lettuce. Means connected by different letters are statistically different (LSD, p < 0.05). FW: Fresh weight; ABTS: 2,2"-Az-
ino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); AAE: Ascorbic acid equivalents. Bar intervals represent percent error.

Compuestos nitrogenados y capacidad antioxidante

Los compuestos nitrogenados, como las proteinas,
aminodcidos y glutation, estan involucrados en la acumu-
lacion de biomasa en los cultivos, sin embargo, también
estan involucrados en el sistema de defensa de las plantas
al tener efectos antioxidantes (Zechmann, 2020). Un an-
tioxidante es considerado cualquier molécula que a muy
baja concentracién tiene la capacidad de reducir moléculas
oxidantes (Liu et al, 2018). En la presente investigacion se
observé que el contenido de proteinas y aminodcidos se
incrementd conforme se elevd la CE de la SN hasta dS m™,
para después disminuir. Sin embargo, en lo que respecta a
glutation reducido y capacidad antioxidante hidrofilica, se
observé que los valores de estas variables de respuesta au-
mentaron gradualmente al incrementar la CE.
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Estos resultados sugieren que al incrementar la CE
se provoco un aumento en el estrés oxidativo a causa de las
sales minerales, que promueve la sintesis de antioxidantes
como medida de defensa (Morales-Espinoza et al., 2019; Pre-
ciado-Rangel et al., 2021). En este sentido, se puede apreciar
que con la CE mas alta (3 dS m™) se estimul6 la mayor sintesis
de antioxidantes, pero dicha CE afect6 negativamente el ren-
dimiento. Ding et al. (2018) demostraron que al incrementar
la CE de la SN aplicada a Brassica campestris (0 - 9.6 dS m™) se
fortalecia el sistema antioxidante enzimatico y no enziméatico
de la planta. Preciado-Rangel et al. (2021) demostraron que
alincrementar laCEdelaSN (1.5,2,2.5y 3dS m") aplicada al
cultivo de pimiento morrén se incrementaban los contenidos
de 4cido ascorbico, fenoles totales, licopeno y -caroteno, asi
como la capacidad antioxidante.
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CONCLUSIONES

La CE de 2.5 dS m™ de la SN incrementd la biomasa
fresca y seca de la cabeza y raiz del cultivo de lechuga. En
cuanto a proteinas y aminodacidos la CE de 2 dS m™ fue la que
mejoré la concentracion de estos metabolitos, ademas la CE
de 3 dS m™ mejoré la concentracién de clorofilas, carotenoi-
des, glutation reducido y capacidad antioxidante hidrofilica
ABTS, pero disminuyé el rendimiento. Es importante men-
cionar que la CE de 1 dS m™ afectdé negativamente todas las
variables estudiadas. Estos datos son importantes para el
establecimiento de este cultivo en experimentos posteriores,
ya que se pueden usar las diferentes conductividades de acu-
erdo con los objetivos del estudio. Si los objetivos se centran
Unicamente en mejorar el rendimiento, es recomendable
utilizar la CE de 2.5 dS m™. Sin embargo, como el comporta-
miento de los compuestos bioquimicos en este experimento
es variado, es necesario realizar mas estudios que indiquen
de forma mas precisa la influencia de las SNs en dichos com-
puestos.
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RESUMEN

El chile xcat'ik (Capsicum annuum L.), originario de
la peninsula de Yucatan tiene propiedades organolépticas
Unicas. Pero, la calidad nutracéutica ha sido poco explorada
y solamente escasos estudios han buscado mejorar el ren-
dimiento productivo de la planta. La especie Capsicum es
considerada un alimento importante debido al contenido
de compuestos bioactivos, que promueven efectos bene-
ficiosos a la salud. El uso de inoculantes microbianos son
una alternativa para incrementar su rendimiento, mejorar
la calidad de los frutos y disminuir el uso de los fertilizantes
quimicos. En este trabajo se evalué el efecto de un consorcio
microbiano, asi como de Bacillus subtilis y Trichoderma harzia-
num sobre los contenidos de acido ascérbico, fenoles totales,
flavonoides, clorofilas, carotenoides, capacidad antioxidante
y capsaicinoides, en el fruto del chile xcat’ik. Los resultados
fueron comparados con un control sin inocular. Las inocu-
laciones con T. harzianum y con B. subtilis incrementaron el
contenido de carotenoides, asi como la actividad antioxidan-
te por ABTS*, mientras el consorcio microbiano incrementé
la actividad antioxidante por DPPH". De acuerdo a nuestros
resultados, los inoculantes evaluados podrian sustituir a los
fertilizantes quimicos, debido a que igualan o mejoran la
calidad nutracéutica del fruto del chile xcat’ik, con la ventaja
de un menor dafno al medio ambiente.
Palabras clave: actividad antioxidante, carotenoides, Capsi-
cum annuum, inoculantes microbianos, agricultura sustenta-
ble.

ABSTRACT

Xcat'ik pepper (Capsicum annuum L.), native to the
Yucatan Peninsula, has unique organoleptic properties.
However, the nutraceutical quality of the fruit has been
scarcely explored and only a few previous studies have
focused on improving the productive yield of the plant,
hence the importance of generating knowledge in this field.
The Capsicum species is considered an important food due to
the bioactive compounds content, which promote beneficial
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health effects. The use of microbial inoculants is an alternative
to increase yield, improve fruit quality, and reduce the use
of chemical fertilizers. In this work, the effect of a microbial
consortium, as well as Bacillus subtilis and Trichoderma
harzianum on the contents of ascorbic acid, total phenols,
flavonoids, chlorophylls, carotenoids, antioxidant capacity
and capsaicinoids in the fruit of xcat'ik pepper was evaluated.
The obtained results were compared with an uninoculated
control. Inoculations with T. harzianum and B. subtilis
increased carotenoid content as well as antioxidant activity
by ABTS*, in contrast the microbial consortium increased
antioxidant activity by DPPH'. According to our results, the
evaluated inoculants could replace chemical fertilizers,
because they equal or even improve the nutraceutical quality
of the x'catik pepper fruit, with the advantage of being less
harmful to the environment.

Keywords: antioxidant activity, carotenoids, Capsicum an-
nuum, microbial inoculants, sustainable agriculture.

INTRODUCCION

El chile xcat’ik (Capsicum annuum L.) representa uno
de los principales cultivos de importancia econdémica en
la peninsula de Yucatan, es de carne abundante y sabrosa,
moderadamente picante lo que le confiere un sabor agra-
dable. Debido a esto tiene gran aceptaciéon y demanda en
el mercado y también puede ser materia prima para la ela-
boracién de productos industriales (Cisneros-Pineda, 2007).
Después de los vegetales, la especie Capsicum annuum es la
mas consumida a nivel mundial, es una excelente fuente de
colorantes naturales y compuestos antioxidantes. Es rico en
capsaicinoides, compuestos alcaloides farmacéuticamente
significativos por su eficacia neuroldgica, aporta diversos
compuestos bioactivos con efectos positivos para la salud
ya que se asocian a muchas actividades biolégicas con pro-
piedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes,
entre otras, por lo que su consumo es ampliamente reco-
mendado en cualquiera de sus variedades (Silva et al., 2014,
Karppinen et al., 2016). Por otra parte, la busqueda de nuevas
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propuestas agricolas menos agresivas con la salud y el medio
ambiente, ha llevado al uso de los inoculantes microbianos
como biofertilizantes, microorganismos beneficiosos que
pueden ser una via utilizable para mejorar el crecimiento
de las plantas mejorando la competitividad vegetal porque
promueven la resistencia contra patdégenos y al medio
ambiente, ademas ayudan a reducir el efecto negativo por
estrés (Chatterjee et al., 2016; Zhao et al., 2019).

Los niveles de los compuestos bioactivos contenidos
en los vegetales pueden variar dependiendo de las practi-
cas agricolas adoptadas para el cultivo. En funcién de esto
algunos inoculantes microbianos, son capaces de mejorar las
propiedades nutritivas de frutas o vegetales al aumentar la
actividad antioxidante, fenoles totales y la clorofila (Khalid et
al., 2017), antocianinas, carotenoides y flavonoides (Baslam et
al., 2011), la dulzura de los frutos y el contenido de humedad,
entre otros factores (Singh y Prabha, 2020).

Si bien, el uso de estos productos tiene muchas
ventajas, es importante recordar que su efectividad varia y
depende de muchos factores como el tipo de suelo, la hume-
dad del aire o precipitaciones, asi como las condiciones de
almacenamiento (Pylac et al., 2019).

En este sentido en 2010, Russo y Perkins, realizaron
uno de los primeros trabajos de investigacién en condiciones
deinvernadero con el cultivo de pimiento morrén (C. annuum
L.) utilizando bacterias y hongos micorrizicos (Glomus sp.)
donde evaluaron el rendimiento y el contenido de nutrien-
tes. Asimismo en 2014, Silva et al. realizaron la inoculacion de
C. annuum (L.) con cepas de Rizobium strains para evaluar su
efecto en los compuestos antioxidantes. En 2020, Cisternas-
Jamet et al. emplearon con éxito el género Bacillus para el
cultivo de chile y tomate. Debido a los resultados satisfacto-
rios obtenidos con inoculantes microbianos sobre el género
Capsicum reportados en estudios previos, la importancia
economica que representa el cultivo del chile xcat ik y el nulo
conocimiento sobre los compuestos bioactivos del mismo,
se planteé el objetivo de evaluar el efecto de los inoculantes
microbianos en los cambios de los compuestos bioactivos,
actividad antioxidante y capsaicinoides de los frutos del chile
xcat’ik (Capsicum annuum L.) cultivados en la peninsula de
Yucatan para generar informacién acerca de sus beneficios o
propiedades como alimento nutracéutico que pueda contri-
buir a un efecto positivo en la salud humana.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion y preparacion del area experimental

El experimento se realizé en un invernadero tipo tunel
en el drea de investigacion horticola del Instituto Tecnolégi-
co de Conkal, Yucatan, al noreste de Mérida, ubicado en 21°
06" latitud Norte y 89° 31" longitud Oeste y con una altitud de
10 msnm. La regidn se caracteriza por tener un clima célido,
el mas seco de los subhimedos con lluvias uniformemente
repartidas y o tendencia al verano, alto porcentaje de lluvia
invernal y sequia intraestival (Ax’(wo)w”) de acuerdo a la cla-
sificacion climatica de Képpen. La temperatura media anual
es de 26.6 °C y las minimas de 17 °C, con una precipitacion
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media anual de 600 mm. El material genético utilizado fue
chile xcat’ik criollo ItckO1. La plantacién se establecié en
lineas de 38 m de largo y 1.2 m de separacién entre ellas, las
lineas contenian camas de 30 cm de ancho, las cuales fueron
abonadas con 2 kg de composta por metro lineal de cama
de siembra. Las plantas se establecieron en las camas a una
distancia de 0.3 m entre ellas. Se utilizé un sistema de riego
por goteo con gasto nominal de 1 L h™'. La fertilizacién (kg
ha") con N: P: K fue en proporcién 200:150:180 para el ciclo
de 180 dias de chile xcatik.

Tabla 1. Fertilizacion en kg por etapa fenoldgica de chile xcat ik (Capsicum
annuum L.) tomando como base la densidad de 20 000 plantas ha™.

Table 1. Fertilization in kg per phenological stage of xcat ik pepper
(Capsicum annuum L.) based on a density of 20 000 plants ha™.

Cantidad de
Etapa fenolégica Dias después del trasplante fertilizante
N P K
Adaptacion 1-15 375 225 305
Crecimiento 16-34 755 305 44
Floracion 36-60 42 60.5 505
Cosecha 61-160 45 365 55

Diseiio experimental y descripcion de tratamientos

Se utilizé un disefo experimental en bloques comple-
tos al azar con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones por
tratamiento. Las parcelas que representaron las repeticiones
contenian 30 plantas.

Se aplicaron cuatro tratamientos: 1) Consorcio de
microorganismos Glomus spp. + Bacillus megaterium +
Pseumonas fluorecens + Azospirillum brasilense + Azotobacter
chrocococum; 2) Bacillus subtilis, 3) Trichoderma harzianum y
4) control (tratamiento sin inoculante). Las aplicaciones se
realizaron con una bomba de mochila de 20 L, directo a la
base de la planta, a los dias 7, 14, 21 y 28. La concentracion
de indculo en los productos comerciales y las cantidades de
producto comercial en cada aplicacion se indican en laTabla 2.

Tabla 2. Inoculantes microbianos aplicados en el cultivo de chile xcat ik
(Capsicum annuum L.).

Table 2. Microbial inoculants applied in xcat ik pepper (Capsicum annuum
L.) cultivation.

Tratamiento Ingrediente activo Concentracion  Dosis por
de indculo planta
en producto en cada
comercial aplicacion
Consorcio Pro micorriza ® 33indculos g’ 0.1g
microbiano (Glomus spp.)
Bacterias benéficas 5x108 ufc mL!
(Bacillus megaterium,
Pseumonas fluorecens,
Azospirillum brasilense,
Azotobacter chrococo-
cum.)
B. subtilis Bactilis * (Bacillus subtilis) ~ 1x10"? ufc mL" 0.1 mL
T. harzianum  Trico-bio * (Trichoderma  1x10'"" ufc mL"' 0.1 mL

harzianum)

Control Sin inoculante - -
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Colecta de material

Para el analisis nutracéutico del fruto se muestrearon
aleatoriamente las plantas inoculadas hasta obtener un kg
de fruto en total, las muestras fueron parte del tercer corte.
Después del muestreo los frutos se lavaron, se congelaron y
posteriormente se liofilizaron, en seguida se mantuvieron en
congelacion hasta su analisis.

Determinacién y cuantificaciéon de los compuestos bioac-
tivos, actividad antioxidante y capsaicinoides
Cuantificacion de acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico fue cuantificado de
acuerdo al método de Dirist et al. (1997). Los extractos se
obtuvieron con 0.3 g de muestra en 10 mL de 4cido oxalico
(0.4 % p/v), la mezcla se sénico durante 20 min a temperatura
ambiente y posteriormente se filtré.

Se mezcld 1 mL de de acido oxalico, 1 mL del buffer
de acetato (pH 3.5) y 8 mL de 2,6-dicloroindofenol (DCIP).
Posteriormente, la absorbancia se midid a 520 nm a los 15 s,
(L1) para todas las mediciones en un espectrofotometro GCB,
CINTRA 1010, UV-visible (Australia). El espectrofotdmetro se
reajusto a cero mezclando: 1 mL de acido ascérbico (diferen-
tes concentraciones o extracto de muestra), 1 mL de buffer
de acetato y 8 mL de agua desionizada. Posteriormente, se
determiné la absorbancia colocando: 1 mL del estandar o
muestra de, 1 mL de buffer de acetato y 8 mL de DCIP (L2).

L1y L2 fueron las absorbancias de cada concentracion
con las que se realizé la curva de calibracién (10, 20, 30,40y
50 mg L"). Los resultados se expresaron en mg equivalentes
de 4cido ascorbico (EA) por cada 100 g de muestra peso seco
(mg EA 100 g™ p.s).

Determinacion de fenoles totales

Los compuestos fendlicos fueron determinados utili-
zando el método de Folin-Ciocalteu reportado por (Singleton
y Rossi, 1965). Las absorbancias fueron medidas en un espec-
trofotometro GCB, CINTRA 1010, UV-visible (Australia), a una
longitud de onda de 765 nm. La concentracion de fenoles se
calculé a partir de una curva estandar preparada a base de
acido galico a concentraciones de 25, 50, 75, 100 150 y 200
mg L. El contenido total de fenoles en el extracto se expresé
en mg equivalentes de acido gélico por 100 g de peso seco
de la muestra (mg EAG 100 g p.s).

Determinacion de flavonoides

Se realizé de acuerdo a Chang et al. (2002), donde las
absorbancias se midieron a 415 nm. La concentracion de fla-
vonoides se calcul6 a partir de una curva estandar preparada
a base de quercetina con 6 concentraciones de 10 a 300 mg
L. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resul-
tados fueron expresados en equivalentes de quercetina por
100 g de peso seco de la muestra (mg EQ 100 g™ p.s).

Determinaciéon de pigmentos fotosintéticos (clorofila y
carotenoides)
Serealizd de acuerdo al método de Soltani etal. (2019)

las absorbancias fueron medidas en un espectrofotémetro
GCB, CINTRA 1010, UV-visible (Australia), a 663 y 645 nm para
determinar clorofila a (Ca) y b (Cb) y 470 nm para determinar
carotenoides (Cc). Los calculos fueron obtenidos con la ayu-
da de las siguientes ecuaciones, los resultados se expresaron
en mg por 100 g de fruto en peso seco.

Ca=1221A,,-281A

Cb=20.13A,,,-5.03A_,

Cc=1000A,,,-3.27 Ca—104 Cb

245

Determinacion de la capacidad antioxidante
Obtencion del extracto para la cuantificacion de la activi-
dad antioxidante

A 0.5 g del material liofilizado se le agregaron 5 mL de
MeOH acuoso al 80 % (v/v), la mezcla se sometid a sonicacidon
durante 20 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
separd y se adicionaron 5 mL de MeOH al 80%, nuevamente
la mezcla se sometié a sonicaciéon durante 20 min mas. Los
dos extractos se mezclaron y la mezcla se mantuvo en refri-
geracion, hasta su analisis.

Capacidad antioxidante por el método del radical ABTS*

Se realizd de acuerdo Re et al. (1999), las absorbancias
se midieron a 734 nm. La actividad antioxidante se cuanti-
fico a través de una curva estandar a base de trolox (acido
6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico) de 6 pun-
tos con concentraciones de 10 a 90 mg L. Los resultados se
expresan en mg equivalente a trolox por cada 100 g de fruto
liofilizado (mg ET 100 g™ p.s).

Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH’
Se empled el método propuesto por Kim et al. (2004),
se preparé una solucion del radical DPPH' a una concentra-
ciéon de 100 uM en metanol al 80 %. La reaccion se llevo a
cabo tomando 0.1 mL de muestra + 3.9 mL de la solucién de
DPPH’, la mezcla se homogenizé en un vortex a temperatura
ambiente, se mantuvo en oscuridad y se midi6 la absorbancia
a 517 nm después de 30 y 60 min. La concentracion de DPPH-
en el medio de reaccion se calculé a partir de una curva de
calibracion elaborada con el antioxidante sintético trolox a
concentraciones de 0.08-1.28 mM y a los 30 min y a los 60
min. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de
Trolox por 100 g de fruto liofilizado (mg ET 100 g™ p.s).

Cuantificacion de capsaicinoides

Para extraer los capsaicinoides (capsaicina y dihidro-
capsaicina), se utilizd el método de Collins et al. (1995). La
identificacion de capsaicina y dihidrocapsaicina se realizd
con un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC)
marca Perkin Elmer serie 200, con detector de UV Flexar
(Waltham, Massachusetts). Se utilizd una columna de fase
reversa Hypersil gold, C18, 50 x 2.Tmm y con tamafo de
particula de 1.9 um. Las condiciones de operacion del HPLC
incluyeron temperatura ambiente, velocidad de flujo de la
fase movil 1 mL min”, la duracién de la corrida fue de 12 min.
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La fase movil fue a gradiente isocratico que consistié en 25%
del disolvente A (agua 100%) y 75% del disovente B (acetoni-
trilo 100%), se inyectaron 20 pL y se registré la absorbancia a
una longitud de onda de 281 nm.

Analisis estadistico

Los resultados se compararon mediante un analisis
de varianza (ANOVA) y comparacion de medias por el mé-
todo LSD, con el software estadistico Statgraphics XVII-X64
para evaluar si existen diferencias estadisticas significativas
(o= 0.05) entre los inoculantes microbianos y el control. Las
variables de respuesta evaluadas fueron: acido ascérbico, fe-
noles totales, flavonoides, carotenoides, clorofilas a, b y total,
actividad antioxidante, capsaicina y dihidrocapsaicina.

RESULTADOS Y DISCUSION
Compuestos bioactivos
Cuantificacion de acido ascorbico

La biofertilizacion con inoculantes microbianos pro-
dujo diversos efectos sobre los compuestos bioactivos, en el
fruto de chile xcat’ik (Tabla 3). En el caso del acido ascérbico
se observo que T. harzianum y el consorcio microbiano fue-
ron iguales estadisticamente (P < 0.05) al control, en contras-
te con los frutos de las plantas inoculadas con B. subtilis que
mostraron un ligero decremento de este metabolito secun-
dario. Al repecto, Esitken et al. (2010) reportaron resultados
similares a los nuestros con la inoculacién de fresas inocula-
das con pseudomonas BA-8, bacillus OSU-142 y bacillus M-3
individualmente o en combinacién en donde el contenido de
acido ascoérbico fue igual al control; en contraste Cisternas-
Jamet et al. (2020) obtuvieron incrementos significativos de
acido ascorbico para pimiento verde inoculando tres veces
con Bacillus amyloliquefaciens en el semillero. Las diferencias
con este estudio, aparentemente se deben al mecanismo de
interaccién de los inoculantes en los pasos de inoculacién
o el proceso de inoculacién, en nuestro estudio la inocula-
cién fue efectuada después del trasplante directamente en
la base de la planta una vez cada siete dias. Otro aspecto
importante a considerar es el efecto que un determinado
microorganismo tiene sobre una planta, este efecto puede
cambiar dependiendo de las condiciones ambientales, asi

Tabla 3. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre el contenido de
acido ascorbico, fenoles y flavonoides en el fruto de chile xcat ik (Capsicum
annuum L.).

Table 3. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit
(Capsicum annuum L.) ascorbic acid, phenols and flavonoids content.

Tratamiento Acido Fenoles Flavonoides
ascérbico (mg.100g™) (mg.100g"")
(g.100g™")

ol 2748+ 206° 44561 £5.68° 51.76 + 4.43°

B. subtilis 22834113  41421£1877°  4848+1021%

T Pl 208342100 41740£1504°  37.88+3.77%

Consorcio 2076+ 152  408.12%480° 30.78 +2.23¢

microbiano

n=3, medias (+ D.E) ?*diferentes letras en una misma columna son estadis-
ticamente diferentes (P < 0.05; LSD).
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como de otros parametros. Los microorganismos pueden
afectar a las plantas de forma beneficiosa, dafina o neutra
dependiendo del tipo de interaccion debido a que los érga-
nos de la planta interactian con estos microrganismos a lo
largo del desarrollo fenoldgico, formando complejos ensam-
blajes microbianos (Ogata-Gutiérrez, Zuniga-Davila, 2020).
El comportamiento de la sintesis del acido ascérbico con la
interaccién de los inoculantes microbianos puede producir
variacion entre resultados y es posible atribuir los cambios a
diversos factores. Se ha demostrado que las vias metabélicas
de este componente responden a estimulos ambientales
como las alteraciones en la densidad de luz, la temperatura,
un bajo nivel de oxigeno y algunas heridas que pudiera tener
la planta, adicionalmente otro aspecto importante a evaluar
en el chile xcat’ik, seria el contenido de azucares, debido a
que la biosintesis del acido ascérbico y la ruta dominante
para su acumulacion es a partir de la glucosa a través de
la via llamada L-galactosa (Wheeler et al., 2015). Asimismo,
existen estudios que sustentan que las interacciones hormo-
nales, asi como la sintesis de etileno también influyen en la
acumulacién de este metabolito (Mellidou y Kanellis, 2017).
La nula respuesta de los inoculantes microbianos sobre el
incremento de acido ascérbico en el fruto de chile xcat’ik,
posiblemente se debe a que los inoculantes microbianos no
fueron lo suficientemente capaces de movilizar a las molécu-
las o de facilitar los mecanismos que inician la biosintesis de
acido ascorbico. Sin embargo, por los resultados obtenidos
en este estudio, el uso de T. harzianum y el consorcio micro-
biano podria presentar varias ventajas en contraste con los
fertilizantes quimicos, tales como la disminucién de costos
para la produccion del cultivo (Grageda-Cabrales et al., 2012).
No existe el riesgo de acumulacién de compuestos toxicos
provenientes de los fertilizantes quimicos en plantas o frutos,
lo que podria disminuir enfermedades de quién los consume
a largo plazo, ademds de que son inocuos para el medio
ambiente.

Determinacion de compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son el grupo mas grande
de compuestos antioxidantes por lo que resulta interesante
su estudio, son sintetizados cuando la planta los necesita
porque juegan un papel importante en su adaptacion al eco-
sistema (Rodrigues et al., 2019). El género Capsicum es una
fuente rica de estos compuestos bioactivos. Sin embargo,
los resultados evidenciaron que no existieron diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) entre tratamientos y el
control.

Resultados similares fueron reportados por Lombardi
et al. (2020), quienes no observaron una respuesta positiva
en el incremento de fenoles con la inoculacion en plantas de
fresa. Por el contrario, Pascale et al. (2017), sefalaron que la
inoculacién con T. harzianum en uvas incremento la cantidad
de los compuestos fendlicos. En este sentido, Rouphael et
al. (2017) sugieren que la biosintesis de estos metabolitos
responde al estrés provocado por las bajas temperaturas al
comparar dos temporadas de cultivo de alcachofas biofertili-



Sanchez et al: Efecto de inoculantes microbianos en los compuestos bioactivos / XXIV (3): 123-131 (2022)

zadas con consorcios de micorrizas arbusculares (Rizoglomus
intraradices, Funneliformis mosseae y Trichoderma atroviride).
Observaron un incremento de los compuestos fenélicos en la
temporada donde predominaron las bajas temperaturas. En
nuestro caso, las altas temperaturas (30 - 40 °C) prevalecieron
en la region durante el desarrollo de este estudio, pero no se
puede asumir que los fenoles fueron afectados por la tempe-
ratura, ya que las diferencias entre los resultados pudieron
deberse a diversos factores, como la genética de la planta,
las dosis aplicadas de los inoculantes, las técnicas utilizadas,
el ambiente, la bioquimica de las interacciones entre otros
(Calvo et al., 2014). La reaccién clave que vincula el metabo-
lismo fendlico primario con el secundario es la enzima L-fenil
alanina amonio liasa, pero la expresién de los genes de esta
enzima esta controlada por el estado de desarrollo, el tipo de
célulay una amplia variedad de factores ambientales (Salveit,
2017). Debido a la complejidad de las vias de biosintesis de
los compuestos fendlicos y sus numerosas interconexiones,
hace mas dificil comprender estos procesos (Jiménez-Gémez
etal., 2020).

Determinacién de flavonoides

Otro de los principales grupos de metabolitos secun-
darios de las plantas son los flavonoides. Su estructura poli-
fendlica tiene diversos efectos bioquimicos y antioxidantes
favorables, asociados a la prevencion de diversas enfermeda-
des crénico-degenerativas (Panche et al., 2016). En nuestro
estudio se encontraron diferencias estadisticas significativas
(P < 0.05), para los contenidos de flavonoides, observandose
similitud entre el control y B. subtilis, y un decremento con los
tratamientos de T. harzianum y el consorcio microbiano. En
contraste Chandrasekaran et al. (2019) reportaron un incre-
mento significativo en el contenido de flavonoides en frutos
de tomate inoculados con B. subtilis.

Una posible explicacién, es la poca capacidad de
los inoculantes para intervenir en la sintesis de las enzimas
peroxidasa y polifenoloxidasa encargadas de la produccion
de los flavonoides, ademas de interferencias que pudieron
surgir entre las interacciones del metabolismo de la planta
y los inoculantes microbianos. Adicionalmente, la escasa
movilidad y disponibilidad de nitrégeno, mineral que esta
relacionado con el aminoacido fenilalanina, precursor im-
portante para la sintesis de estos metabolitos secundarios
(Ortega-Garcia et al., 2015).

En el caso de T. harzianum, aunque se ha demostrado
que exhibe una gran capacidad para movilizar y absorber
nutrientes del suelo, su uso implica la coordinacién de nu-
merosas estrategias como la competencia por nutrientes que
se considera la mas importante y su uso eficaz depende de su
capacidad para conseguir energia derivado del metabolismo
de carbohidratos (Sood et al., 2020).

Los flavonoides forman parte del grupo de los fenoles
que son biosintetizados a partir de carbohidratos, en este
sentido se ha informado que algunas cepas de T. harziaium
codifican un transportador de glucosa que expresa una alta
afinidad, aun a concentraciones excepcionalmente bajas

(Benitez et al., 2004). Probablemente T. harzianum utiliza este
recurso para otros procesos donde los carbohidratos son
demandados, lo que finalmente podria hacer que no estén
disponibles para la biosintesis de los flavonoides y de ahi los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

El proceso exacto o vias de sintesis que ocurren en las
plantas son complejos, algunos compuestos bioactivos se
ven favorecidos y otros podrian ser rezagados dependiendo
de la competencia metabdlica que se den entre las cepas de
los inoculantes y las plantas (Ramos-Solano et al., 2014).

Determinacion de pigmentos fotosintéticos
Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos que le confieren co-
lor a los frutos y tienen propiedades antioxidantes. Los frutos
inoculados con B. subtilis and T. harzianum, mostraron un
efecto positivo en el nivel de carotenoides, estos inoculantes
microbianos fueron iguales estadisticamente (P < 0.05) entre
si, pero diferentes al consorcio microbiano que fue estadisti-
camente (P < 0.05) igual al control (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre contenido de
clorofilas y carotenoides en el fruto de chile xcat ik (Capsicum annuum L.).
Table 4. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit (Capsi-
cum annuum L.) chlorophyll and carotenoids content.

Tratamiento Clorofilaa Clorofilab Clorofila Carotenoides
mg.g™” mg.g™” total mg.g™”
mg.g”

Control 0.017 0.023 0.039 0.628
+0.0012 +0.0022 +0.003° +0.102°
B. subiilis 0.017 0.020 0.037 0.957
: +0.0022 +0.001° +0.001° +0.1662
T harzianum 0.013 0.015 0.028 1.026
: +0.00° +0.02¢ +0.002° +0.077°
Consorcio 0.012 0.017 0.029 0.603
microbiano +0.001° +0.002° +0.003° +0.044°

n = 3, medias (+ D.E) < diferentes letras en una misma columna son esta-
disticamente diferentes (P < 0.05; LSD).

Resultados similares fueron reportados por Chan-
drasekaran et al. (2019) para frutos de tomate en donde la
inoculacién con la cepa de B. subtilis CBRO5 incrementd el
contenido de carotenoides. Por su parte, Copeta et al. (2014)
no obtuvieron incrementos del contenido de carotenoides
en frutos de tomate inoculados con un consorcio microbiano
a base de microrrizas. Aligual que Mena-Violante et al. (2006),
quienes no observaron cambios en los niveles de carotenoi-
des al inocular frutos de chile ancho (Capsicum annuum L.
cv. San Luis) con consorcios microbianos a base de Glomus
fasciculatum, G. constrictum, G. geosporum y G. tortuosum,
en contraste con otro consorcio microbiano a base de G. ag-
gregaturn, G. deserticola, G. geosporum, G. microaggregatum
y S. coremioides donde encontraron un incremento de este
metabolito secundario en los frutos de chile ancho. Las dife-
rencias podrian deberse a la variaciéon genética de los culti-
vos evaluados, a las complejas interacciones que se dan entre
el inéculo y la planta que podrian no ser iguales en cuanto
a la movilidad de nutrientes por ejemplo, la movilidad del
nitrégeno que es un factor importante en la produccion de
los carotenoides (Arimboor et al., 2014).

)
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Este tipo de metabolitos estan involucrados en proce-
sos importantes como la foto proteccién, estrés y fotosintesis,
adicionalmente son precursores de la vitamina A y también
se ha reportado que algunos compuestos carotenoides
evitan que los humanos desarrollen ciertos tipos de cancer
y enfermedades cardiovasculares. Ademas protegen a la
planta contra el dafo foto oxidativo y la ayudan a mantener
su estructura. La biodisponibilidad de estos pigmentos esta
influenciada por factores dietéticos incluyendo el tipo y la
cantidad de los carotenoides consumidos y la naturaleza de
los alimentos que los contengan, el almacenamiento posco-
secha, practicas de procesamiento y coccion de los alimentos
(Shumskaya y Wurtzel, 2013; Arimboor et al., 2014; Park et al.,
2017).

Consideramos que la informaciéon generada en el
presente estudio ofrece la oportunidad de mejorar la calidad
nutracéutica del chile xcat’ik al incrementar el contenido de
los carotenoides inoculando con B. subtilis y T harzianum y
dadas las propiedades que se le atribuyen a estos metabo-
litos secundarios, los frutos podrian proporcionar un efecto
positivo en la salud humana.

Clorofilas

En relacion a los niveles de clorofila, se encontrd
variacion estadistica (P < 0.05) entre los tratamientos. Los
frutos obtenidos de plantas fertilizadas con B. subtilis fueron
similares al control en los contenidos de clorofilas a y b. Sin
embargo, con la inoculacién de T. harzianum y el consorcio
microbiano se observé un decremento en el contenido de
estos pigmentos (Tabla 4). Resultados similares a los nuestros
fueron reportados por Cisternas-Jamet et al. (2020) en estu-
dios realizados con C. annuum inoculados con B. amylolique-
faciens en diferentes estados de madurez y donde el efecto
de la inoculacién tampoco incrementé los contenidos de
clorofila. Una posible explicacién de los resultados obtenidos
en nuestro trabajo podria ser que la sintesis de las clorofilas
requiere de la presencia de luz y en consecuencia los inocu-
lantes podrian verse afectados por la luz (Cruz, 2016). Otro
factorimportante a considerar es la presencia del Mg, el prin-
cipal componente de la molécula de clorofila, es probable
que la movilidad por efecto de los inoculantes microbianos a
través del sistema radicular de la planta no haya sido efectiva
(Sood et al., 2020). También se sabe que a medida que la
madurez del fruto avanza se produce una degradacion de la
molécula de clorofila, pero este mecanismo hace que se ex-
presen otros pigmentos como los carotenos (Hortensteiner
y Krdutler, 2011). Esto concuerda con nuestros resultados en
donde destaca el contenido de carotenoides en relacién con
la clorofila.

Determinacion de la actividad antioxidante

En la Tabla 5 se puede observar que la inoculacién
microbiana influyé positivamente en los contenidos de
la actividad antioxidante, la cual es capaz de reducir las
reacciones en cadena que son daiinas para el ser humano.
Aparentemente el consorcio microbiano actué mejor como
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Tabla 5. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre la actividad
antioxidante del fruto de chile xcat ik (Capsicum annuum L.).

Table 5. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit (Capsi-
cum annuum L.) antioxidant activity.

Tratamiento DPPH' DPPH' ABTS* ABTS*
pmol 100g" pmol 100g" pmol 100g" pmol 100g™’

30 min 60 min 1 min 7 min

Control 169.62 373.30 532.74 741.53
+3.50¢ +31.02° E26B8E +43.07¢

B. subtilis 326.26 455.60 591.66 875.36
: +65.25° +70.59° +13.16% +14.95°
T harzianum 320.00 447.03 619.74 899.93
’ +29.40° +41.74° +21.50° +39.10°
Consorcio 417.95 569.9 565.66 809.63
microbiano +14.99° +14.19° +11.50° +10.80°

n=3, medias (+ D.E) **diferentes letras en una misma columna son estadisti-
camente diferentes (P < 0.05; LSD).

regulador de la sintesis de los compuestos antioxidantes por
el método del DPPH', en donde presenté variacién estadisti-
ca (P < 0.05) entre tratamientos y se observé un incremento
de la actividad antioxidante a los 30 y 60 min en el fruto de
chile xcat’ik, seguido de B. subtilis and T. harzianum.

Chandrasekaran et al. (2019) reportaron resultados
similares a los nuestros para tomate (Solanum lycopersicum)
utilizando B. subtilis como inéculo. Los frutos mostraron un
incremento en la actividad antioxidante por el método del
DPPH'y el ABTS* con respecto a frutos comerciales y un tes-
tigo sin inoculacién. Del mismo modo, Pascale et al. (2017)
registraron incrementos en la actividad antioxidante con la
inoculacion de T. harzianum en frutos de uva.

Por otra parte, los tratamientos con B. subtilis
y T. harzianum mostraron altos niveles de la actividad
antioxidante en comparacién con el control con el método
del radical ABTS* en ambos tiempos (1 'y 7 min).

Los radicales DPPH" y ABTS* tienen un electrén des-
apareado con una absorcién caracteristica, que disminuye
significativamente con la exposicion a captadores de proto-
nes (Lee et al., 2015). Estos ensayos estan basados en una re-
accion redox la cual involucra la transferencia de electrones,
en donde los diferentes compuestos antioxidantes presentes
en la muestra donan uno o dos electrones para reducir a los
radicales o cationes (DPPH" o ABTS*) indicando una medida
precisa de la capacidad antioxidante con la finalizacion
de la reaccién (Wooton-Beard et al., 2011). En este caso el
radical ABTS* demostrd ser mas sensible porque la cinética
de reaccion fue mas rapida y su respuesta a los compuestos
antioxidantes fue mejor.

En el presente estudio hemos evaluado la actividad an-
tioxidante a través de dos métodos de determinacién. Se ha
indicado que ningun método es suficiente para estimarla por
los complejos mecanismos que se involucran, por lo tanto, es
necesario un método complementario. En este contexto, es
posible que el consorcio microbiano promueva la sintesis de
moléculas antioxidantes con caracter hidrofilico y B. subtilis
y T harzianum le den preferencia a la sintesis de moléculas
con caracter lipofilico. Esto se explica porque el método del
DPPH- engloba la determinacién de las moléculas hidrofilicas



Sanchez et al: Efecto de inoculantes microbianos en los compuestos bioactivos / XXIV (3): 123-131 (2022)

y el método del ABTS* da preferencia a la determinacién de
los antioxidantes lipofilicos (Li et al., 2014).

Por los resultados encontrados respecto a los conte-
nidos de acido ascdrbico, fenoles totales y flavonoides en el
chile xcat’ik, es probable que parte de esta actividad antioxi-
dante sea por accion de los carotenoides y posiblemente el
chile xcat ik posea otros agentes antioxidantes como las an-
tocianinas, vitamina E, tocoferoles, saponinas, terpenoides,
triterpenos, alcaloides, taninos, xantonas, lactonas y acidos
organicos; metabolitos secundarios a los cudles también se
les puede atribuir una alta actividad antioxidante (Hidalgo
et al., 2010; Xu et al.,, 2010; Tag et al., 2014). De esta manera
resulta de interés ampliar los estudios sobre otras moléculas
antioxidantes en este cultivo.

Cuantificacion de capsaicinoides

Los inoculantes microbianos fueron estadisticamente
iguales entre si (P < 0.05) para los contenidos de capsaicina,
pero diferentes al control quien fue predominante. En con-
traste, para los contenidos de dihidrocapsaicina no existieron
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre los ino-
culantes microbianos y el control (Tabla 6).

La variacion en el comportamiento de los inoculantes
podria atribuirse a que, durante el proceso de interaccién
entre estos y las plantas se provoca una modulacién en el
mecanismo molecular para activar redes a nivel de enzimas,
metabolitos y genes que pueden expresarse de diversas
formas (Singh et al., 2020), Por otra parte, la concentracién
de capsaicinoides también depende del genotipo y la inte-
raccién ambiental (Gurung et al., 2011), en donde destacan
las condiciones ambientales y la nutricion de las plantas, la
respuesta de los inoculantes en los cultivos depende de la
planta hospedera, la ubicacion geografica del cultivo, las
estaciones climaticas, practicas agricolas, tipo de cepas bac-
terianas, fertilidad del suelo y la interaccidn con la microflora
nativa del suelo, entre otros factores bidticos y/o abioticos
(Debnath et al., 2019).

Como se pudo observar con las practicas empleadas
en este estudio no todas las variables evaluadas tuvieron
un efecto positivo. Sin embargo, es necesario identificar
los factores que tienen poca o ninguna respuesta hacia la
mejora de los cultivos o la calidad de los frutos con el fin de
ajustar dosis, microorganismos, mezclas, uso total o parcial

Tabla 6. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre contenido de
capsaicinoides en el fruto de chile xcat’ik.

Table 6. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit
(Capsicum annuum L.) capsaicinoids content.

Tratamiento

Capsaicina Dihidrocapsaicina
(mg kg™) (mg kg™)
Control 355.14+17.67° 176.55+£2.29°
B. subtilis 269.80+48.67° 174.36+0.312
T. harzianum 236.24+22.65° 186.82+12.59%
Consorcio microbiano 251.40+46.51° 189.57+17.60°

n=3, medias (+ D.E) con diferentes letras en una misma columna son esta-
disticamente diferentes (P < 0.05; LSD).

entre otros factores. Una produccion efectiva dependera
de muchos factores, pero cuanto mejor conozcamos el
funcionamiento de cada uno de ellos, mas cerca estaremos
del uso eficiente de los inoculantes microbianos y mejorar su
aprovechamiento.

CONCLUSIONES

Los inoculantes microbianos presentaron diferentes
comportamientos en las variables evaluadas tanto Bacillus
subtilis como Trichoderma harzianum, donde demostraron
versatilidad para incrementar el contenido de carotenoides
y la actividad antioxidante por el método del ABTS* (1y 7
min) en el chile xcat’ik (Capsicum annuum L.), mientras que el
consorcio microbiano incrementé la actividad antioxidante
mediante el método del DPPH (30 y 60 min). Este estudio
ayudé a evidenciar que los inoculantes microbianos pue-
den ser utilizados para manipular las concentraciones del
contenido de carotenoides y la actividad antioxidante en el
chile xcat’ik. Estos hallazgos resultan de importancia porque
estos metabolitos secundarios son de interés ya que podrian
promover un efecto positivo en la salud humana.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue analizar los porcen-
tajes de resistencia a los antibioticos, de bacterias colectadas
de unidades de salud (US) en Hermosillo y Ciudad Obregén,
Sonora, México. Participaron ocho US de Hermosillo y tres de
Ciudad Obregdn, nueve pertenecen al sector publico y dos al
sector privado. Se analizaron los resultados de identificacion
y drogorresistencia de 15,653 aislamientos en un periodo de
un ano (2019 - 2020). Posteriormente, se compararon seis
unidades de salud de Hermosillo, para los periodos 2014
- 2015 y 2019 - 2020. Las diferencias , entre poblaciones y
periodos de tiempo, se obtuvieron mediante chi quadrada.
Durante el periodo 2019 - 2020, los microorganismos mas
frecuentemente aislados fueron Escherichia coli (32.9 %),
Klebsiella pneumoniae (8.4 %), Pseudomonas aeruginosa (7.6
%) y Staphylococcus aureus (6.6 %). Se detectaron diferencias
en la resistencia a farmacos ampliamente utilizados como
cefalosporinas, quinolonas y carbapenémicos, entre las ins-
tituciones de Hermosillo y Ciudad Obregén. En seis unidades
de salud de Hermosillo, se observd una disminuciéon en los
porcentajes de resistencia para la mayoria de los antibioticos
ensayados en 2020, respecto a 2015. Se encontraron diferen-
cias significativas en la resistencia a los antibioticos entre los
aislamientos clinicos de Hermosillo y Ciudad Obregén, dos
ciudades separadas por sélo 252 km.
Palabras clave: Resistencia, antibidticos, Instituciones de
Salud, Sonora, México.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the an-
tibiotic resistance percentages of bacteria collected from
health units (HU) in Hermosillo and Ciudad Obregén, Sonora,
Mexico. Eight HU from Hermosillo and three HU from Ciudad
Obregdn, nine belong to the public sector and two to the pri-
vate sector. Overall, 15,653 results of identification and drug
resistance from clinical bacterial isolates were analyzed for a
one-year period (2019 - 2020). Subsequently, a comparative
study was carried out for six health units in Hermosillo, for
2014 - 2015 and 2019 - 2020 periods. Differences between
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populations and time periods were assessed through the
Chi square test, for differences among populations and time
periods. Altogether, for the 2019 - 2020 period the most fre-
quently isolated microorganisms were Escherichia coli (32.9
%), Klebsiella pneumoniae (8.4 %), Pseudomonas aeruginosa
(7.6 %) and Staphylococcus aureus (6.6 %). Different resistance
percentages to widely used drugs such as cephalosporins,
quinolones and carbapenems were detected. A significant
decrease in resistance percentages was observed, in six HU in
Hermosillo, for most of the antibiotics tested in 2020, compa-
red to 2015. Significative differences were found in antibiotic
resistance between clinical isolates from Hermosillo and
Ciudad Obregén, two cities that are separated by only 252
km (156 miles).

Key words: Antibiotic resistance, Health institutions, Sonora,
Mexico.

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos representa una
amenaza mundial de creciente preocupacion para la salud
humana, animal y ambiental, lo que ha llevado a la utiliza-
cién del concepto “una sola salud” (McEwen y Collignon,
2018). Segun estimaciones de expertos, para el afio 2050
habra 10 millones de vidas en riesgo anualmente y un costo
acumulado de 100 billones de ddélares americanos, debido
al aumento de infecciones resistentes a los medicamentos si
no se aplican soluciones proactivas de inmediato para frenar
el incremento en los niveles de resistencia a los antibidticos
(O'Neill, 2016). Se han propuesto numerosas recomendacio-
nes, resoluciones e informes, pero se ha avanzado poco (As-
lam et al., 2018). En México se han llevado a cabo esfuerzos
para afrontar esta problematica, tales como la integracion
de redes de vigilancia de la resistencia (entre ellas, la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica -RHOVE, SIREVA
y GIVEBPVac-Grupo Interinstitucional para la Vigilancia de
Enfermedades Bacterianas Prevenibles por Vacunacion),
Comités de Farmacia y Terapéutica en los Hospitales (COFAT),
asi como la regulacién de la venta de antibio6ticos sélo con
receta médica en farmacias (Ancer et al., 2018). En adicion,
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la naturaleza critica del laboratorio de microbiologia en el
diagnéstico de enfermedades infecciosas, exige una relacion
de trabajo cercana y positiva entre los médicos y los micro-
bidlogos (Miller et al., 2018).

La vigilancia es una herramienta esencial para generar
datos que contribuyan al disefio de politicas ad hoc y las
respuestas de prevencién y control de infecciones, y es la
piedra angular para evaluar la propagacion de la resistencia
a los antimicrobianos, e informar y monitorear el impacto de
las estrategias locales, nacionales y globales (World Health
Organization, 2017).

Existen diferencias entre regiones y paises, y dentro de
cada uno de ellos, en su capacidad para llevar a cabo la vigi-
lancia de la resistencia a los antimicrobianos. A pesar de que
muchos paises han hecho progresos considerables en el es-
tablecimiento de la vigilancia de la resistencia bacteriana, las
limitaciones siguen siendo relacionadas con acceso a nuevas
tecnologias y la limitacién en los recursos metodoldgicos y
financieros (World Health Organization, 2012).

En México, en el afno 2018 se publicé el acuerdo por el
que se declard la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de
Accidn contra la Resistencia a los Antimicrobianos (Ancer et
al., 2018). En dicho acuerdo se estipula que “Las instituciones
de educacién superior juegan un papel preponderante en la
atencion a este problema, ya que los médicos y demds traba-
jadores de la salud, son actores fundamentales para contender
con esta situacion”. Adicionalmente uno de los resultados
esperados de la estrategia nacional es “Monitorear la suscepti-
bilidad que se tiene con las cepas de circulacién en México".

En Sonora, un estudio previo en seis de las institucio-
nes de salud de Hermosillo, permitio identificar altos por-
centajes de resistencia a los antibiéticos en los aislamientos
de E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa, durante el periodo
2014-2015 (Bolado-Martinez et al., 2018). Por consiguiente,
es necesario fortalecer el trabajo multidisciplinario e interins-
titucional para la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos
en instituciones de salud regionales y con ello participar en
el abordaje del problema. Por otro lado, en afios recientes,
el grupo dirigido por la Dra. Elvira Garza ha realizado una
vigilancia, en distintos laboratorios de todo el pais, a través
de la red INVIFAR (Garza-Gonzalez et al., 2019).

Los objetivos del presente trabajo fueron: (1) analizar
los porcentajes de resistencia a los antibidticos, en bacterias
recuperadas a partir de muestras clinicas de unidades de
salud Hermosillo y Ciudad Obregén, Sonora; y (2) analizar y
comparar los porcentajes de resistencia en seis instituciones
de salud de la ciudad de Hermosillo, respecto a lo detectado
en 2014 -2015.

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron convenios de colaboraciéon con 11
unidades médicas (ocho de Hermosillo y tres de Ciudad
Obregén, Sonora, de las cuales nueve pertenecen al sector
publico y dos al sector privado), que son las ciudades de
mayor poblacién en Sonora. Se diseié un estudio transversal

para identificar y obtener los resultados de susceptibilidad a
los antibidticos de las bacterias mas frecuentemente aisladas
a partir de cualquier muestra clinica, recibida en las areas de
microbiologia de los laboratorios clinicos de las unidades de
salud participantes. Se empled un muestreo no probabilistico
de aislamientos clinicos consecutivos y no repetitivos del 1 de
julio de 2019 al 30 de junio de 2020. La identificacion de los
microorganismos, asi como las pruebas de susceptibilidad a
los antibioticos, se realizaron en equipos VITEK ® (Biomérieux,
Marcy I'Etoile, France; 10 instituciones) o Phoenix Automated
Microbiology System © (Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA;
una institucién), de acuerdo con los criterios de interpreta-
cion del Instituto de Estandares para el Laboratorio Clinico
(CLSI por sus siglas en inglés), (CLSI, 2019). La informacién fue
recolectada de las bases de datos de cada institucién y pro-
cesada en el software WHONET 2020 (https://www.who.int/
medicines/areas/rational_use/AMR_WHONET_SOFTWARE/
en/), bajo estrictos procedimientos de confidencialidad. El
andlisis estadistico se realizd con el software CDC Epi Info,
version 7.2.3.1 para Windows. La significancia estadistica de
los datos fue analizada utilizando la prueba de chi cuadrada,
se consideraron significativos los resultados con un valor de
p<0.05.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio, se recuperaron resulta-
dos de 15,653 aislamientos bacterianos. Las muestras mayor-
mente procesadas fueron: orina (6,853; 43.8 %), sangre (1,367;
8.7 %), secrecién bronquial (1,024; 6.5 %) exudado faringeo
(712; 4.5 %), exudado vaginal (709; 4.5 %) y herida (707; 4.5
%). Respecto a los microorganismos recuperados, el microor-
ganismo aislado con mayor frecuencia fue Escherichia coli
(5,148; 32.9 %), seqguido de Klebsiella pneumoniae (1,320; 8.4
%), Pseudomonas aeruginosa (1,192; 7.6 %) y Staphylococcus
aureus (1,028; 6.6 %). La mayor proporcion de aislamientos
clinicos se recupero de pacientes de consulta externa (40.9 %;
6,406), seguidos por los de salas de urgencias (8.9 %; 1,386).
Las unidades de terapia intensiva (UTI) aportaron 716 (4.6 %)
aislamientos, 315 procedian de UTI para pacientes adultos y
301 de UTl neonatales.

En la tabla 1 se despliega la comparacién de los por-
centajes de resistencia de E. coliy K. pneumoniae en las mues-
tras estudiadas de ambas ciudades. En general, se observaron
diferencias significativas, aunque para E. coli los porcentajes
de resistencia fueron mayores en Ciudad Obregén, excepto
para cefepima. Ademas, fueron notorios los altos porcentajes
de resistencia a ciprofloxacina y beta-lactdmicos en las dos
ciudades, sobre todo considerando que la principal muestra
clinica evaluada fue la orina.

También se observaron diferencias en la resistencia
a los antibidticos para los aislamientos de P. aeruginosa y S.
aureus (Tabla 2). Un hallazgo relevante en ambas ciudades
fueron los elevados porcentajes de resistencia a los carbape-
némicos en P. aeruginosa y la notable diferencia en el porcen-
taje de S. aureus resistente a meticilina o SARM, con base en
los resultados obtenidos para la resistencia a oxacilina.
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Tabla 1. Porcentajes de resistencia a los antibioticos, para aislamientos clinicos de E.
coliy K. pneumoniae, recuperados en 11 unidades de salud de Hermosillo y Ciudad
Obregdn, Sonora México.

Table 1. Antibiotic resistance percentages for E. coli and K. pneumoniae clinical
isolates, recovered from 11 health institutions in Hermosillo and Ciudad Obregén,
Sonora, Mexico

Escherichia coli
Hermosillo Ciudad Obregon

Antibiético Aislamientos %R Aislamientos %R Valordep
Amikacina 3535 1 1282 1 0.239
Ampicilina 3658 68 1282 72 0.005
Ampicilina/Sulbactam 3760 42 1281 42 0.864
Cefepima 3760 13 1283 11 0.025
Cefotaxima 2775 33 1215 39 0.001
Ceftazidima 3316 23 1217 28 0.002
Ceftriaxona 3761 33 1282 38 <0.001
Cefuroxima 2765 34 1214 40 0.002
Cefuroxima axetil 2776 34 1214 40 0.002
Ciprofloxacina 3759 51 1283 62 <0.001
Ertapenem 3755 1 1282 1 0.215
Fosfomicina 2344 2 1217 4 <0.001
Gentamicina 3762 25 1282 30 0.003
Meropenem 3753 1 1276 0 0.015
Nitrofurantoina 3219 8 1280 9 0.383
Uilicieliling 3653 48 1273 55 <0001

Sulfametoxazol

Klebsiella pneumoniae

Hermosillo Ciudad Obregon

Antibiotico Aislamientos %R Aislamientos %R Valordep
Amikacina 893 4 389 4 1.000
Ampicilina/Sulbactam 911 34 389 48 < 0.001
Cefepima 911 14 389 15 0.409
Cefotaxima 699 31 381 47 <0.001
Ceftazidima 837 22 381 31 0.002
Ceftriaxona 911 31 389 47 <0.001
Cefuroxima 698 34 381 51 <0.001
Cefuroxima axetil 698 34 381 51 <0.001
Ciprofloxacina 911 34 388 51 <0.001
Ertapenem 911 3 389 6 <0.001
Gentamicina 910 18 389 36 <0.001
Meropenem 908 2 388 5 0.005
Nitrofurantoina 772 21 389 29 0.001
LGSR 879 38 388 45 0016

Sulfametoxazol
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Tabla 2. Porcentajes de resistencia a los antibidticos, para aislamientos clinicos de P.
aeruginosa, y S. aureus, recuperados en 11 unidades de salud de Hermosillo y Ciudad

Obregdn, Sonora México.

Table 2. Antibiotic resistance percentages for P. aeruginosa and S. aureus clinical
isolates, recovered from 11 health institutions in Hermosillo and Ciudad Obregén,

Sonora, Mexico.

Pseudomonas aeruginosa

Hermosillo Ciudad Obregén
Antibiético Aislamientos %R  Aislamientos %R Valordep
Amikacina 885 21 276 32 0.001
Cefepima 889 19 280 31 <0.001
Ceftazidime 854 23 271 35 < 0.001
Ciprofloxacina 890 30 279 41 0.001
Gentamicina 886 14 276 21 0.008
Meropenem 884 34 277 38 0.144
Staphylococcus aureus
Hermosillo Ciudad Obregon

Antibidtico Aislamientos %R Aislamientos %R Valordep
Ciprofloxacina 799 9 217 26 <0.001
Clindamicina 799 21 215 33 < 0.001
Daptomicina* 750 6 213 7 0.748
Doxiciclina 659 2 213 1 0.770
Eritromicina 799 20 217 33 <0.001
Gentamicina 798 6 217 8 0.336
Levofloxacina 710 7 217 26 <0.001
Linezolid 799 2 217 2 0.752
Moxifloxacina 710 6 217 24 <0.001
Nitrofurantoina 799 1 217 1 0.748
Oxacilina 798 17 216 29 <0.001
Tetraciclina 710 5 216 4 0.572
Ui 799 3 217 7 0.019

Sulfametoxazol

* Para daptomicina, el resultado se interpreta como no susceptible.

Durante el periodo comprendido entre 01 de julio
de 2014 y el 30 de junio de 2015 se realiz6 un estudio de
vigilancia en seis de las 11 instituciones del estudio (Bolado-
Martinez et al., 2018), dichos resultados fueron comparados
con los de la presente investigacion. Los resultados se mues-
tran en las Tablas 3 y 4, en general, se observé que existe una
disminucién significativa en los porcentajes de resistencia a
la mayoria de los antibioticos, con excepcion de gentamicina
para E. coli, ciprofloxacina para K. pneumoniae y moxifloxaci-
na para S. aureus.

DISCUSION

A pesar de que Hermosillo y Ciudad Obregén se en-
cuentran a una distancia de 252 km entre si, se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de resistencia a
los antibidticos en las principales bacterias recuperadas de

muestras clinicas humanas. Esto refuerza la observacién de la
Organizacién Mundial de la Salud respecto a que la vigilancia
es una herramienta esencial para generar datos que contri-
buyan al disefio de politicas y estrategias locales, nacionales
y globales (World Health Organization, 2017).

En el presente estudio, hubo un menor porcentaje de
muestras resistentes de Escherichia coli, excepto para cipro-
floxacina, que reportes previos en México (Miranda-Novales
et al., 2020). Esto no se aprecidé con respecto a trimetoprim
con sulfametoxazol y aminoglucésidos, pues los hallazgos de
este trabajo son semejantes a los de la red mexicana INVIFAR;
en tanto para los beta-lactdmicos (excepto carbapenémicos),
se encontraron menores proporciones de resistencia que las
reportadas por Garza-Gonzélez y colaboradores (2019). A ni-
vel mundial, el reporte del afo 2021 del sistema GLASS (Glo-
bal Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System)
incluyé el andlisis de entre 748,780 y 1'961,032 aislamientos
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Tabla 3. Porcentajes de resistencia a los antibioticos, para aislamientos clinicos de E. coliy K.
pneumoniae, recuperados en seis unidades de salud de Hermosillo, Sonora México, durante
los periodos 2014-2015 y 2019-2020.

Table 3. Antibiotic resistance percentages for E. coli and K. pneumoniae clinical isolates,
recovered from six health institutions in Hermosillo, Sonora, Mexico, during 2014-2015 and

N
S
2
P
N
S
o
o

Amikacina 2845 1 2330 1 0.346

Ampicilina/Sulbactam 2841 43 2556 41 0.244

Cefotaxima 747 33 1141 26 0.003

Ceftriaxona 1173 29 2557 30 0.300

Ciprofloxacina 2852 45 2556 48 0.092

Gentamicina 2857 22 2558 25 0.014

Nitrofurantoina 2515 9 2441 9 0.898

Klebsiella pneumoniae
2014 -2015 2019 -2020
Antibiético Aislamientos %R  Aislamientos %R Valordep

Ampicilina/Sulbactam 517 35 585 31 0.237
Cefotaxima 165 25 284 16 0.024
Ciprofloxacina 519 14 585 31 <0.001
Gentamicina 521 19 584 11 0.001

Nitrofurantoina 417 22 517 18 0.155
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Tabla 4. Porcentajes de resistencia a los antibidticos, para aislamientos clinicos de P
aeruginosa, y S. aureus, recuperados en seis unidades de salud de Hermosillo, Sonora
México, durante los periodos 2014-2015 y 2019-2020.

Table 4. Antibiotic resistance percentages for P. aeruginosa and S. aureus clinical isolates,
recovered from six health institutions in Hermosillo, Sonora, Mexico, during 2014-2015

and 2019-2020.

Pseudomonas aeruginosa

2014-2015 2019 -2020
Antibiético Aislamientos %R Aislamientos %R Valordep
Amikacina 468 37 510 26 < 0.001
Cefepima 467 37 515 21 <0.001
Ceftazidime 131 64 254 19 <0.001
Ciprofloxacina 470 43 515 30 <0.001
Gentamicina 471 29 512 13 <0.001
Meropenem 455 39 510 36 0.40
Staphylococcus aureus
2014-2015 2019-2020

Antibiético Aislamientos %R Aislamientos %R Valordep
Ciprofloxacina 956 12 522 8 0.012
Clindamicina 928 29 522 20 < 0.001
Daptomicina* 204 12 321 7 0.069
Eritromicina 831 24 522 21 0.185
Gentamicina 944 4 521 5 0.573
Levofloxacina 960 10 522 8 0.308
Linezolid 929 2 522 2 0.818
Moxifloxacina 840 4 522 7 0.012
Nitrofurantoina 783 2 483 2 0.455
Oxacilina 952 12 521 16 0.064
Tetraciclina 955 8 522 6 0.111
Trimetoprim/ 945 8 522 2 <0001

Sulfametoxazol

* Para daptomicina, el resultado se interpreta como no susceptible.

de E. coli procedentes de muestras urinarias y los resultados
son consistentes con nuestros hallazgos con respecto a
beta-lactamicos y ciprofloxacina (World Health Organization,
2021).

En el presente trabajo se encontré consistencia en
los resultados obtenidos para Klebsiella pneumoniae, y los
de la red UNCAR (Miranda-Novales et al., 2020), de hecho,
los valores méaximos en Ciudad Obregdn son préximos a la
media nacional. No obstante, los resultados de las 11 uni-
dades médicas evaluadas son considerablemente inferiores
para cefepima, nitrofurantoina y trimetoprim con sulfame-
toxazol. El porcentaje de resistencia para cefepima también
es inferior al reportado por la red INVIFAR (Garza-Gonzalez
et al, 2019), aunque hay consistencia para el resto de los
antibioticos evaluados. Los resultados de resistencia para K.
pneumoniae también coinciden, en los limites inferiores para
Hermosillo y en la region media para Ciudad Obregdn con lo
encontrado en aislamientos clinicos de vias urinarias de mas

de 25 paises (World Health Organization, 2021), no obstante,
una diferencia notable con el reporte de GLASS, radica en el
hecho de que la resistencia para cefepima es mucho menor
en Hermosillo y Ciudad Obregén.

Exactamente lo opuesto se detectd para Pseudomo-
nas aeruginosa. En el presente estudio se observé una mayor
proporcién de aislamientos resistentes para amikacina y
ciprofloxacina que las documentadas por la red UNCAR
(Miranda-Novales et al., 2020) y valores discretamente supe-
riores para estos mismos antibioticos a los de la red INVIFAR
(Garza-Gonzalez et al., 2019). Adicionalmente los porcentajes
de resistencia para cefepima, ciprofloxacina y meropenem,
fueron mas elevadas en el presente trabajo que los obtenidos
en el resto del pais (Garza-Gonzalez et al., 2019). Es importan-
te mencionar que los carbapenémicos, como meropenem, se
consideran antibioticos de ultimo recurso en el manejo tera-
péutico de pacientes con infecciones causadas por bacterias
multidrogorresistentes (Dong et al., 2020).
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En el caso de Staphylococcus aureus, se identificaron
valores de resistencia significativamente mas elevados en
Ciudad Obregon. Las cifras reportadas por las redes naciona-
les UNCAR e INVIFAR (Garza-Gonzalez et al., 2019; Miranda-
Novales et al., 2020) coinciden con las observadas en Ciudad
Obregén, excepto para oxacilina, lo que sugiere la presencia
de un mayor numero de aislamientos de Staphylococcus au-
reus resistente a meticilina (SARM) en esta localidad que en
Hermosillo y en otras regiones del pais. Es importante desta-
car que todas las unidades de salud participantes atienden a
diferentes poblaciones y en algunas instituciones se encuen-
tran pacientes que han recibido multiples esquemas con
antibidticos. La preocupacién por estos resultados, radica en
el hecho de que estd bien documentado que los aislamientos
de SARM frecuentemente presentan porcentajes de resisten-
cia a multiples antibidticos (Yao et al., 2021).

En lo que respecta al estudio comparativo entre 2014-
2015y 2019-2020, para seis unidades de salud de Hermosillo,
la disminucion significativa en los porcentajes de resistencia
a la mayoria de los antibidticos, podria explicarse de distintas
maneras. En primer lugar, los resultados del estudio previo
(2014-2015), asi como observaciones y recomendaciones,
se entregaron a cada unidad de salud participante, lo que
permitié realizar ajustes en procedimientos metodolégicos
en el area de microbiologia que pueden dar origen a falsos
resultados de resistencia, algunos tan sencillos como la no
inclusion de cepas ATCC para control de calidad, un proble-
ma bastante generalizado en los laboratorios clinicos (Nassar
etal.,, 2019).

Otra posibilidad, que pudo llevarse a cabo simulta-
nemanete con lo anteriormente mencionado, es que los re-
sultados obtenidos y compartidos con las unidades de salud
que participaron en el primer estudio (2014-2015), llevaron a
la mejor utilizacién y un uso racional de antibiéticos en estas
instituciones, como ha sido previamente demostrado (Yao et
al., 2020), aunque no se puede concluir al respecto pues, en
el presente estudio no se edvaluaron aspectos relacionados
con la practica clinica, algo que se recomienda en el futuro
inmediato.

CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente estudio documentan que
hay un patron diferenciado de resistencia a los antibioticos
en las bacterias mas frecuentemente recuperadas de mues-
tras clinicas en Hermosillo y Ciudad Obregén, lo que pudiera
tener relevancia clinica para médicos tratantes en los sitios
estudiados. Por otro lado, es posible que la actualizacion
del personal de las unidades de salud, permita un mejor
desempeno de las pruebas para evaluar la resistencia a los
antibidticos. Finalmente, se requieren investigaciones adicio-
nales que incluyan mas unidades médicas de estas ciudades,
asi como de otras regiones geograficas del Estado.
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ABSTRACT

Quality protein maize (QPM) was created converting
the soft opaque-2 endosperm into a vitreous phenotype,
but the mechanisms involved in this modification are not
completely understood. Recombinant inbred lines (RILs) de-
rived from K0326Y QPM and W64Ao02 were used to identify
quantitative trait loci (QTL) associated with starch physico-
chemical properties. Vitreousness-contrasting RILs were also
used to evaluate the expression of starch biosynthesis genes.
Mapping identified 5-6 QTLs for each trait that explained 66
% of the phenotypic variation. Three QTLs on bins 4.05, 5.04,
and 9.03 were found close to the starch biosynthesis genes
Brittle-2 (Bt2), Amylose extender-1 (Ael), and Waxy-1 (WxT),
respectively. The expression of Wx1 was three-fold greater in
K0326Y QPM than W64A02, and eight-fold higher in vitreous
than opaque RILs, which corresponded with the greater gra-
nule bound starch synthase | (GBSSI) accumulation and the
higher amylose content observed in the vitreous lines. The
increased synthesis of amylose may result in starch granules
with more amorphous regions that favor their compaction.
These results suggest that endosperm modification in QPM
is associated with the synthesis of starch containing more
amylose during kernel development, which may facilitate
the packing of the starch granules resulting in the vitreous
phenotype.
Keywords: Quality protein maize, endosperm modification,
starch, gene expression.

RESUMEN

El maiz de calidad proteinica (QPM) fue creado convir-
tiendo el endospermo suave opaco-2 en un fenotipo vitreo,
pero los mecanismos involucrados en esta modificaciéon no
se conocen por completo. Se utilizaron lineas recombinantes
puras (RIL) derivadas de las lineas K0326Y QPM y W64A02
para identificar loci de caracteristicas cuantitativas (QTL)
asociados con propiedades fisicoquimicas del almidén. Tam-
bién se usaron RILs contrastantes en vitrosidad para evaluar
la expresién de genes de biosintesis de almidén. El mapeo
identificd 5 o 6 QTL para cada caracteristica que explicaron
en promedio el 66 % de la variacién fenotipica. Tres de los

L«
\};‘?" Volumen XXIV, Nimero 3
=140

DOI: 10.18633/biotecnia.v24i3.1725

QTLs en los bins 4.05, 5.04 y 9.03 se encontraron cerca de los
genes de sintesis de almiddn Brittle 2 (Bt2), Amylose extender
1 (Ael), y Waxy 1 (WxT), respectivamente. La expresién de
Wx1 fue tres veces mayor en K0326Y QPM que en W64A02
y ocho veces mayor en lineas vitreas en comparaciéon con
las opacas, lo que correspondié con la mayor acumulacion
de la enzima almiddn sintasa unida al granulo | (GBSSI) y el
mayor contenido de amilosa observado en las lineas vitreas.
Elincremento en la sintesis de amilosa podria resultar en gra-
nulos de almidén con mas regiones amorfas que favorecen
su compactacion. Estos resultados sugieren que la modifica-
cion del endospermo en QPM estéa asociada con la sintesis
de almidon conteniendo mas amilosa durante el desarrollo
del grano, lo cual podria facilitar el empaquetamiento de los
granulos de almidon resultando en el fenotipo vitreo.
Palabras clave: Maiz de calidad proteinica, modificacion del
endospermo, almiddn, expresidn génica.

INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) is one of the most important sta-
ple foods in developing countries, but it has a poor protein
quality due to the deficiency of lysine (Lys) and tryptophan
(Trp). The maize opaque2 mutation typically doubles the Lys
and Trp contents of wild-type kernels (Mertz et al., 1964).
However, the agronomic problems associated with the soft
endosperm of this mutant limited its use. Plant breeders de-
veloped hard-kernel 02 genotypes known as Quality Protein
Maize (QPM) (Villegas et al., 1992), but the mechanism by
which the soft endosperm of 02 becomes hard and vitreous in
QPM is not entirely understood. Some studies have demons-
trated an essential role for the 27-kDa y-zein in endosperm
modification (Wu et al., 2010; Liu et al., 2016); the enhanced
accumulation of 27-kDa y-zein favors the formation of pro-
tein bodies and their compaction between starch granules.
Gibbon et al. (2003) proposed a complementary mechanism
where alterations in starch structure facilitate that granules
associate with one another, and the spaces between them
are filled in the vitreous areas of the kernel.

Genetic analysis with recombinant inbred lines (RILs)
derived from a cross between W64A02 and K0326Y QPM
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identified three quantitative trait loci (QTL) in bins 1.06, 7.02,
and 9.03 associated with endosperm modification (Holding
et al.,, 2011). The locus in bin 7.02 was linked to the 27-kDa
y-zein, whereas that in bin 9.03 was close to starch biosynthe-
sis genes. Salazar-Salas et al. (2014) evaluated the effect of
each QTL on protein synthesis and starch physicochemical
properties in the mature endosperm. They found that the
vitreous phenotype of QPM is associated with the synthesis
of less crystalline starch containing more amylose and short-
intermediate amylopectin branch chains, which may favor
starch granules packing. However, knowledge about the
genetic and molecular basis of these changes in starch com-
position is scarce. This study aimed to identify QTL associated
with starch physicochemical properties, and to evaluate the
expression of starch biosynthesis genes and its relationship
with starch composition in developing endosperm of maize
lines contrasting in vitreousness and the genotype of QTL
flanking markers.

MATERIALS AND METHODS
Plant materials

Maize inbred lines K0326Y QPM (vitreous) and
W64A02 (opaque) and 103 recombinant inbred lines (RIL)
derived from their cross were used. They were grown at the
Faculty of Agronomy field station in Culiacan, Sinaloa, Mexico
(24°37'29" N, 107°26'37"W), in 2015. Kernels were degermed
and ground into a fine powder. Based on QTLs previously
identified for endosperm modification (Holding et al., 2011),
six RILs contrasting in vitreousness and the genotype of
flanking markers were selected. Three vitreous RILs were
homozygous for the K0326Y QPM allele and three opaque
RILs were homozygous for the W64A02 allele. Developing
kernels were obtained from the selected RILs 30 days after
pollination (DAP), frozen in liquid nitrogen, and stored at - 80
°C until use.

Starch composition

The K-TSTA and K-AMYL assays (Megazyme, Wicklow,
Ireland) were used to determine total starch and amylose
contents from developing and mature endosperm samples,
respectively. Amylopectin content was obtained by differen-
ce.

Starch swelling power

It was determined according to Konik-Rose et al.
(2001). About 40 mg of flour were mixed with 1 mL of wa-
ter, vortexed, and then incubated for 30 min at 92.5 °C. The
mixture was cooled and centrifuged (17,000 x g, 10 min). The
swelling power was calculated by dividing the weight of the
residue by the initial weight of flour.

Gelatinization enthalpy

Flour samples (2 mg) were mixed with deionized
water (7 pL) and sealed in hermetic pans for analysis with a
differential scanning calorimeter (DSC-2920, TA Instruments,
New Castle, USA) calibrated with indium; an empty pan was

used as a reference. The heating rate was 10°C/min over the
temperature range (30-120 °C). Gelatinization enthalpy (AH)
was calculated with TA Universal Analysis 2000 software (TA
Instruments).

Genetic mapping

MapManager QTxb20 software (Manly et al., 2001)
and SSR linkage groups previously reported for the RIL
population (Holding et al., 2011) were used to identify QTL
associated with starch composition, starch swelling, and
gelatinization enthalpy by composite interval mapping (CIM)
(Zeng, 1994). CIM was conducted with an additive regression
model, and permutation tests (1000 shuffles) on individual
chromosomes were performed to establish the significant
threshold value of the likelihood ratio statistic (LRS) (Chur-
chill and Doerge, 1994).

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from developing endosperm
(30 DAP) according to Holding et al. (2008). Endosperms were
ground in 200 pL of RNA extraction buffer [50 mmol/L Tris-
HCl, pH 8, 150 mmol/L LiCl, 5 mmol/L EDTA, pH 8, 10 g/L SDS],
added with 200 pL of phenol/chloroform (1:1) pH 8, mixed
and placed 5 min on ice. The aqueous phase was separated
(13,000 x g, 10 min, 4 °C). Starch was removed using 1 mL
trizol reagent (Life Technologies), followed by the addition
of 200 pL of phenol-chloroform (1:1), and then centrifuged
(10,000 x g, 10 min, 4 °C). Nucleic acids were precipitated with
one volume of isopropanol, centrifuged (10,000 x g, 10 min, 4
°C), the pellet washed with 70 % ethanol and resuspended in
50 uL DEPC water. The obtained RNA was treated with DNase
using the DNase | Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). cDNA
was synthesized from 2 ug of RNA using the Go Script TM
reverse transcription system kit (Promega, Madison, USA).

Gene expression analysis

RT-gPCR was used to determine the 27-kDa y-zein and
starch biosynthesis genes transcript levels. The cDNA (75 ng)
was amplified using the Power SYBR" Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, UK). The PCR primers (Table 1) were
designed using the Primer-BLAST program (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). A real-time system
StepOnePlusTM (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) was
used under the following conditions: 95 °C for 10 min, then
40 cycles at 95 °C (15 s) and 60 °C (1 min) with a ramp rate of
2.2 °C/s.The gene encoding retinoblastoma-related protein 1
(RRBT) was used as a control, and the expression values were
calculated relative to the parental line K0326Y QPM (vitre-
ous), which is the donor of the modifier genes that convert
the soft endosperm of W64Ao02 to a vitreous phenotype in
the RILs. The relative expression was calculated according
to the 222 Tmethod (Livak and Schmittgen, 2001) using the
following equation: 2IWXW0Q-(6x6Al \where X= gene of interest,
C= control gene (RRB1), W=average cycle threshold ) of
K0326Y QPM, and G= average C, of the other genotypes.
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Tabla 1. Iniciadores especificos usados para RT-qPCR.
Table 1. Gene-specific primers used for RT-qPCR.

Gene Primer Amplicon
size (bp)
y-zein Fw  GTATAAGTCCTAAAGTGGTGAGGAACA' 240
Rv GAGCTGTAAGCATGTTATCAGATGAG'
Bt2 Fw  ATTACCGTTGCTGCCCTACC? 115
Rv ACTGCTCTCCTTTCGGTTTCTC?
Wx1 Fw  GAGGACGTCGTGTTCGTCTG? 245
Rv CAGTTGATCTTCCGGCCTTC?
Ael Fw  CCGACGCTGGACTATTTGGT? 165
Rv GCAACGAGTACCCCGCTATC?
Zpul Fw  GCTTCAGTTGCATCCAGTGC? 250
Rv TGGGCAACGTCTTATTCAATC?
RRB1 Fw  GCTGTTTCTGGTTATGTCTGTCCT? 138

Rv CTTTTGAGTACTTCTGTGCCTGAC?

y-zein: 27kDa y-zein; Bt2: Brittle-2 (ADP-glucose pyrophosphorylase, small
subunit); Wx1: Waxy-1 (Granule-bound starch synthase 1); Ae1: Amylose
extender 1 (Starch-branching enzyme); Zpu1: Pullulanase-type starch
debranching enzyme 1; RRB1: Retinoblastoma-related protein 1; Fw,
Forward; Rv, Reverse. 'Holding et al. (2011);?Huang et al. (2011); *Jia et al.
(2013).
Zein Extraction, Quantification, and SDS-PAGE Analysis
Developing endosperms were lyophilized and ground
into a fine powder to obtain the zein fractions as described
by Wallace et al. (1990). Total protein from 50 mg of endos-
perm flour was extracted overnight with 1 mL of borate
buffer (12.5 mmol/L Na,B,0,-10H,0, 10 g/L SDS, 20 mL/L
2-mercaptoethanol, pH 10) at 37 °C. The extract was adjusted
with ethanol (700 mL/L) to precipitate the non-zein fraction.
Zein protein extracts (equivalent to 15 mg of flour) were
vacuum-dried and resuspended in 100 uL of deionized water.
Five microliters were separated in 0.15 mg/mL polyacrylami-
de gels (SDS-PAGE) and stained with Coomassie Blue R250.
The Quantity One software (BioRad, Hercules, CA) was used
to quantify by densitometry the protein bands.

Isolation of starch granules, extraction and identification
of starch granule-associated proteins (SGAP)

Starch granules were isolated from developing (30
DAP) kernels, according to Grimaud et al. (2008). Kernels were
soaked in 3 g/L sodium metabisulfite and 850 mL/L lactic acid
(pH 3.8) for48 h at 50 °C, and then the germ and pericarp were
manually dissected. Endosperms were ground with a mortar
and pestle in starch extraction buffer [50 mmol/L Tris-HCl, pH
7,100 mL/L glycerol, 10 mmol/L EDTA, 1.25 mmol/L DTT] at 4
°C, passed through a 100 um filter and centrifuged at 13,000
x g for 15 min. Starch was washed five times with cold extrac-
tion buffer, 950 mL/L ethanol, and acetone and then dried
for 12 h. For SGAP extraction, about 150 mg of starch were
washed at 4 °C with water, gelatinization buffer [62.5 mmol/L
Tris-HCI, pH 6.8, 20 g/L SDS, 50 mL/L B-mercaptoethanol], and
950 mL/L ethanol to remove superficial proteins. Then, starch
samples were incubated with gelatinization buffer for 15 min
in a boiling water bath to release SGAP. The paste formed
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was frozen for 1 h, thawed for 20 min at 40 °C in a water bath
and then centrifuged (13,000 x g, 30 min). The supernatant
was collected and mixed with an equal volume of 300 g/L
TCA/Acetone for at least 2 h to precipitate proteins. After
centrifugation for 15 min at 4 °C, the SGAP pellet was washed
three times with cold acetone and dried overnight at room
temperature. SGAP were resuspended in thiourea buffer [7
mol/L Urea, 2 mol/L Thiourea, 40 g/L CHAPS, 20 mmol/L DTT,
2 mL/LTriton-X100]. Protein extracts equivalent to 8 and 21
mg of starch were used for granule-bound starch synthase
and low abundant SGAP, respectively; they were separated
by SDS-PAGE using a 0.10 mg/mL polyacrylamide gel and
identified by mass spectrometry according to Salazar-Salas
etal.(2014).

Statistical analysis

Data correspond to the mean of three biological re-
plicates with three technical replicates. It was analyzed using
one-way ANOVA, and the Fisher test (p < 0.05) was used for
mean comparisons. These analyses were performed using
the software STATGRAPHIC plus version 5.1 (Statistical Gra-
phics Corporation™, Maryland, USA).

RESULTS AND DISCUSSION
Identification of QTL associated with starch properties

The phenotypic variation of starch, amylose, amylo-
pectin content, swelling power, and gelatinization enthalpy
was determined in 103 RIL derived from K0326Y QPM and
W64A02 (Table 2). A continuous variation was observed in
the RIL population for every trait studied, and the extreme
values were outside of those from the parental lines, indicat-
ing transgressive segregation. Composite interval mapping
identified 26 QTL, which explained 66% of the total variation
for the starch properties (Table 3). For total starch, five loci
were identified on chromosomes 1 (qST-1), 4 (qST-4), 5
(gST-5), 7 (qST-7), and 10 (gST-10); the alleles contributing
to this trait were mainly from K0326Y QPM, except for two
loci contributed by the W64A02 alleles. Similar chromosomal
locations associated with QTLs for starch content have been
reported in different maize germplasm (Séne et al., 2001;
Zhang et al., 2008; Dong et al., 2015).

Five QTLs were identified for amylose content (Table
3), and the favorable alleles came from K0326Y QPM. These
loci were also identified for amylopectin content but in this
case, the positive additive effect corresponded to alleles
from W64A02 (high amylopectin). The major QTLs for these
traits were in bins 3.05-3.06 (QAM-3, qAP-3), 7.02 (qAM-7,
gAP-7), and 9.03-9.04 (gAM-9, qAP-9), explaining 47 % of
the observed variation. The loci on chromosomes 1, 7, and 9
coincided with the QTL reported by Holding et al. (2011) for
traits associated with 02 endosperm modification (vitreous-
ness, density, and hardness) in the same RILs. A significant
correlation was observed between amylose content and
vitreousness in the RIL population (r=0.52, p < 0.01).

Five QTL were identified for starch swelling power
(SP) on chromosomes 1 (qSP-1), 2 (qSP-2), 5 (qSP-5), 7 (qSP7),
and 9 (qSP-9) (Table 3), highlighting qSP-9 that explains 23 %
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Tabla 2. Variabilidad de propiedades fisicoquimicas de almidén en endo-
spermo maduro de K0326Y QPM, W64A02 y lineas recombinantes puras

(RIL) derivadas de su cruza.
Table 2. Variability of starch physicochemical properties in mature endos-
perm of K0326Y QPM, W64A02 and recombinant inbred lines (RIL) derived

from their cross.

Property K0326Y QPM W64A02 RILs
Total starch (mg /100 74.00 £ 0.80° 75.00+0.80° 63.21-76.79
mg flour)

Amylose (mg /100 25.54 +1.06* 21.79 £ 0.49° 15.56-32.29
mg starch)

Amylopectin (mg 74.46 £1.06° 7821+049° 67.71-89.91
/100 mg starch)

Swelling power (g /g 7.19+£0.01° 9.22 +£0.08° 5.89-10.09
flour)

Gelatinization 10.35+0.13° 11.54 £ 0.522 8.14-13.41

enthalpy (J/g)

Different superscript letters between the parental lines K0326Y QPM and
W64A02 indicate significant differences based on the Fisher test (P<0.05).

Tabla 3. Caracteristicas de QTLs asociados con propiedades del almidén.
Table 3. Characteristics of QTLs associated with starch properties.

of the variation. The qSP-1, qSP-7, and qSP-9 loci coincided
with those identified for amylose (Table 3) and vitreousness
(Holding et al., 2011). Alleles from W64A02 (soft endosperm)
contributed to the variation, which corresponds with the
high SP and low amylose values of this parental line and the
inverse correlation observed for these traits in the RILs (r =
-0.413, p < 0.01). SP is frequently used as an indirect measure
of water uptake during starch gelatinization (Konik-Rose et
al., 2001) and is influenced by the granule composition. The
asymmetric distribution of amylopectin molecules favors
the entry of water and thereby the swelling power, whereas
amylose can form amylose-lipids complexes that inhibit swe-
lling (Tester and Morrison, 1990).

Four of the six QTL identified for gelatinization enthal-
py were coincident with those for SP on chromosomes 1
(qGE-1.2), 2 (qGE-2), 7 (qGE-7), and 9 (qGE-9), which together
explained 51 % of the AHG variation (Table 3). Similar to SP,
loci on chromosomes 7 and 9 were coincident with those

Trait QTL Bin Left-Right markers LRS Variance Effect*
Total starch qST-1 1.07-1.08 Umc1278-Dupssr12 12.2 11 -0.96
qST-4 4.04-4.05 Mmc0471-Bnlg1937 13.8 14 1.02
qST-5 5.03-5.04 Umc1056-Bnlg2323 12.7 12 -0.96
qST-7 7.04 Umc1029-Umc1944 12.2 11 0.86
qST-10 10.04-10.06 Umc1053-Umc2190 12.7 1 -0.99
Amylose qAM-1 1.05-1.06 Umc1076-Umc1335 11.3 9 -1.14
gAM-3 3.05-3.06 Umc1167-Bnlg197 15.6 14 -1.32
gqAM-5 5.04-5.05 Bnlg2323-Mmc0081 13.0 12 -1.29
qAM-7 7.02 Umc1036-y zein 19.6 19 -1.65
gAM-9 9.03-9.04 Bnlg127-Umc1771 16.4 14 =1.27.
Amylopectin qAP-1 1.05-1.06 Umc1076-Umc1335 1.3 9 1.14
gAP-3 3.05-3.06 Umc1167-Bnlg197 15.6 14 1.32
gAP-5 5.04-5.05 Bnlg2323-Mmc0081 13.0 12 1.29
qAP-7 7.02 Umc1036-y zein 19.6 19 1.65
qAP-9 9.03-9.04 Bnlg127-Umc1771 16.4 14 1.27
SP qSP-1 1.05-1.06 Umc1076-Umc1335 12.8 12 0.30
qSP-2 2.08-2.09 Umc1516-Umc1551 11.7 10 0.28
qSP-5 5.05 Umc1264-Bnlg278 11.9 10 0.31
qSP-7 7.02 Umc1036-y zein 237 12 0.39
qSP-9 9.03 Wx1-Bnlg127 285 23 0.43
AHG qGE-1.1 1.03 Bnlg176-Bnlg439 19.3 16 0.42
qGE-1.2 1.05-1.06 Umc1076-Umc1335 10.7 9 0.41
qGE-2 2.08-2.09 Umc1516-Umc1551 13.6 12 0.41
qGE-5 5.08-5.09 Umc1225-Umc1153 11.0 10 0.36
qGE-7 7.02 Umc1036-y zein 11.8 11 0.40
qGE-9 9.03 Wx1-Bnlg127 14.9 13 0.47

LRS, likelihood ratio statistic. *The additive effect is negative for the K0326Y-QPM allele and positive for the W64Ao02 allele. SP, Swelling power. AHG, Gelatini-

zation enthalpy.
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previously reported for amylose (Table 3) and vitreousness
(Holding et al., 2011); the W64A02 alleles contributed to the
AHG variation, which corresponded with the higher gelati-
nization enthalpy observed for this parental line (Table 2).
Gelatinization enthalpy has been used as a measure of starch
crystallinity, which is related to the content of amylopectin
(Matveev etal.,, 2001).

Candidate genes for the QTLs were proposed based on
their proximity to flanking markers in the Maize Genome Da-
tabase (https://www.maizegdb.org); co-locations between
candidate genes and the QTLs were considered significant
when the distances were lower than 10-20 cM (Séne et al.,
2001). The flanking markers of QTLs for starch content and
composition on bins 4.05 (Bnlg1937) and 5.04 (Bnlg2323)
were found near Brittle-2 (Bt2) and Amylose extender-1 (Ael)
genes, respectively. Bt2 encodes for the small subunit of ADP
glucose pyrophosphorylase and Ael for starch branching
enzyme llIb (SBEII). The QTL on bin 9.03 (Wx1-Bnlg127) cor-
responds to the waxy gene (WxT), which encodes for the
GBSSI enzyme, responsible for the synthesis of amylose in
the starch granule (Denyer et al., 2001).

The QTL on chromosome 7 (Umc1036-y zein) was
located in a locus corresponding to the 27-kDa y-zein, which
was previously reported for vitreousness, hardness, and
density in the same RIL population (Holding et al., 2011).
Transcription factors that regulate zein genes also appear
to control starch synthesis (Zhang et al, 2016). A QTL on
chromosome 1 was observed for all traits, but its effect is
unclear since no candidate genes affecting starch properties
were identified close to this locus; however, the flanking
marker in bin 1.05 (Umc1076) is close to a gene for 19 kDa
a-zein (az19D1). Salazar-Salas et al. (2014) reported higher
levels of 19 kDa a-zein in vitreous than opaque lines and a
highly significant correlation (r = 0.75, p < 0.01) between the

contents of this protein and those of 27 kDa y-zein in the RIL
population derived from K0326Y QPM and W64Ao02. Both
proteins may be contributing to protein bodies formation
and the vitreous phenotype.

Starch composition in developing endosperm of QPM
lines contrasting in vitreousness

The starch composition was determined in develop-
ing endosperms (30 DAP) of K0326Y QPM, W64A02, and six
RIL contrasting in kernel vitreousness (Table 4) to investigate
its relationship with the expression of starch biosynthesis
genes. The starch composition of mature endosperms (50
DAP) was included as a reference. At 30 DAP, total starch
ranged from 59.1 to 64.6 %; these values were lower than the
88.9 % reported by Li et al. (2007) in B73 maize at the same
developmental stage, which could be attributed to differ-
ences in genotype, growing conditions and method used
for starch isolation. No significant differences were found in
total starch content between the parental lines K0326Y QPM
and W64Ao02. Pereira et al. (2008) reported a similar behavior
between an opaque-2 and a QPM line at 30 DAP. The starch
content increased to an average of 75 % in mature endo-
sperms (Table 4).

The amylose content of developing endosperm from
K0326Y QPM (20.0 %) was significantly higher (p < 0.05)
than that of W64A02 (17.3 %), which corresponded with the
higher amylose content observed in the vitreous RIL with
respect to the opaque lines (Table 4). The same behavior was
observed in the mature endosperm. These results agree with
those of Dombrink-Kurtzman and Knutson (1997) and Gayral
et al. (2015), who observed higher amylose levels in starch
from the vitreous region of maize endosperm with respect to
starch from the floury area.

Tabla 4. Composicion de almidén en endospermo en desarrollo (30 DDP) y maduro (50 DDP) de K0326Y QPM, W64A02, y
lineas recombinantes puras seleccionadas contrastantes en el genotipo de marcadores que flanquean loci asociados con

la modificaciéon del endospermo en QPM.

Table 4. Starch composition in developing (30 DAP) and mature (50 DAP) endosperms of K0326Y QPM, W64A02, and
selected recombinant inbred lines (RILs) contrasting in the genotype of markers flanking loci associated with endosperm

modification in QPM.

Maize line Starch* Amylose** Amylopectin®**
30 DAP 50 DAP 30 DAP 50 DAP 30 DAP 50 DAP

K0326Y-QPM Y% 59.4+1.5¢ 74.0 £0.8° 20.0+0.7° 255+1.1° 80.0 £0.7¢ 745+ 1.1¢
W64A02 0 59.6 + 1.1« 750+0.8> 17.2+0.5° 21.8+0.5° 82.8+0.5° 78.2+0.5¢
33 Vv 61.5 £ 1.4° 77.6 £1.2% 16.5 £ 0.4° 21.7 £ 0.4 83.5+£0.4° 78.3 £ 0.4
338 Y% 61.0 £ 1.4° 758+ 1.7° 16.6 + 0.7° 220+0.3° 83.4+0.7° 78.0+0.3¢
346 \ 623 +1.3° 75.9 + 0.6% 17.1 £0.4° 21.9+0.5° 82.9+04° 78.0 £ 0.5¢
55 (0] 64.6 +0.7° 75.7 £0.7° 14.2 +0.4¢ 19.9 +£0.7¢ 85.8+0.4° 80.1+0.7%
73 0 62.5+ 1.3 74.9 + 0.6 14.6 +0.7¢ 19.5 +0.4° 853+0.7° 80.5 +0.4°
185 O 59.5+1.14 76.1 + 0.6% 16.8 £0.1° 20.7 + 0.5« 83.2+0.1° 79.3 + 0.5

DAP, Days after pollination; V, vitreous; O, opaque; * Total starch expressed as mg per 100 mg of endosperm flour; **
Amylose and amylopectin expressed as mg per 100 mg of starch. For each property and developmental stage different
superscript letters in the same column indicate significant differences between the maize lines based on the Fisher test
(P<0.5).
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Expression analysis of QTL candidate genes

The molecular basis of QTLs associated with starch
properties was investigated by measuring the expression
of a 27-kDa y-zein gene (Fig. 1) and four genes related to
starch biosynthesis (Bt2, Wx1, Ael, and ZpuT) (Fig. 2) in the
parental lines and six RILs contrasting in vitreousness and the
genotype of flanking markers. A late middle stage (30 DAP)
of seed development was chosen because the endosperm
cells have high levels of gene expression and large amounts
of starch and storage proteins that may be associated with

A

the vitreous phenotype in mature endosperm. The relative
expression of the 27-kDa y-zein gene was significantly higher
in K0326Y QPM and the vitreous RIL with respect to W64Ao02
and the opaque lines (Fig. 1A). Holding et al. (2011) also ob-
served a higher expression of this gene in vitreous RILs after
18 DAP, indicating very low levels of transcripts for opaque
samples as observed in the present study. This expression
pattern was confirmed at the protein level in developing (30
DAP) endosperms (Fig. 1B); the mean value of 27-kDa y-zein
was 21.8 % higher in vitreous than opaque RILs. Sethi et al.
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Figura 1. Expresion relativa del gen de y-zeina y perfil de zeinas en endospermo en desarrollo (30 DDP) de lineas contrastantes en
vitrosidad y el genotipo de marcadores que flanquean QTLs para esta caracteristica. (A) Expresion relativa del gen de y-zeina de 27
kDa. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las lineas de maiz basado en la prueba de Fisher (P<0.05). (B) Separacion
por SDS-PAGE de zeinas de endospermo en desarrollo (30 DDP) (B). Los marcadores de peso molecular (kDa) se muestran en la
izquierda y en la derecha se indican las principales sub-fracciones de zeinas.

Figure 1. Relative expression of y-zein gene and zein profiles in developing endosperm (30 DAP) of lines contrasting in vitreousness
and the genotype of QTLs-flanking markers for this trait. (A) Relative expression of the 27-kDa y-zein gene. Different letters indicate
significant differences between the maize lines based on the Fisher test (P<0.05). (B) SDS-PAGE separation of zein proteins. Molecular
weight (kDa) standards are shown on the left, and the main zein sub-fractions are indicated on the right.
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Figura 2. Expresion relativa de genes de sintesis de almidén en endospermo en desarrollo (30 DDP) de lineas de maiz contrastantes en
vitrosidad y el genotipo de marcadores que flanquean QTLs para esta caracteristica. El gen de la proteina relacionada a retinoblastoma 1
(RRB1) fue usado como referencia y los valores de expresion son relativos al de la linea K0326Y QPM. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las lineas de maiz basado en la prueba de Fisher (P < 0.05).

Figure 2. Relative expression of starch biosynthesis genes in developing endosperm (30 DAP) of maize lines contrasting in vitreousness

and the genotype of QTLs-flanking markers for this trait. The retinoblastoma-related protein-1 (RRBT) gene was used as a reference, and the
expression values are relative to that of the K0326Y QPM line. Different letters indicate significant differences between the maize lines based

on the Fisher test (P < 0.05).

(2021) also reported that the prolamin-like fraction that
includes 27-kDa y-zein showed higher accumulation in QPM
lines compared to opaque-2 genotypes after 30 and 45 DAP.
Salazar-Salas et al. (2014) reported a significant correlation (r
=0.58, p < 0.01) between the levels of 27-kDa y-zein and vit-
reousness in 283 RIL derived from the cross between K0326Y
QPM and W64Ao02. These results support the essential role
of y-zein in the vitreous phenotype of Quality Protein Maize
(Wuetal., 2010), whose enhanced expression was associated
with a duplication at the 27-kDa y-zein locus (Liu et al., 2016).

The Bt2 gene encodes for ADP-glucose pyrophos-
phorylase, a key enzyme in starch biosynthesis (Giroux and
Hannah, 1994). The relative expression of this gene was not
significantly different between the parental lines K0326Y
QPM and W64Ao02 (Fig 2), which corresponded with the
similar starch content observed in developing endosperm
from these lines (Table 4). There were some differences in Bt2
expression between the RILs, where the vitreous lines gen-
erally showed higher transcript levels than the opaque lines
(Fig. 2). The over-expression of Bt2 (~2.5-fold) was associated
with a 7.5 % increase in starch content in developing (30
DAP) maize endosperm (Li et al., 2011). However, the higher
transcript levels of Bt2 observed in some vitreous lines were
not associated with significant changes in starch content
(Table 4). The WxT1 gene maps close to the QTL for amylose
and amylopectin on chromosome 9 (Bnlg127). Wx1 encodes
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for granule-bound starch synthase | (GBSSI), the enzyme
responsible for amylose synthesis (Denyer et al., 2001). The
Wx1 expression was three-fold greater in K0326Y QPM than
W64A02 and eight-fold higher in vitreous than opaque RILs
(Fig. 2). These results are in agreement with the higher amy-
lose content observed in K0326Y QPM and the vitreous RIL
with respect to W64Ao02 and the opaque RILs (Table 4). The
increased expression of Wx71 may lead to a more significant
accumulation and activity of GBBSI that results in the high
amylose content associated with the vitreous phenotype.

The Ael gene encodes for the starch branching en-
zyme llb (SBEIlIb), which catalyzes the formation of the a-1,6
glycosidic bonds during the synthesis of amylopectin (Nishi
et al., 2001). Although the amylopectin content, in general,
was higher in W64A02 and opaque RILs than K0326Y QPM
and vitreous RILs (Table 4); there were no significant differ-
ences in Ael expression between opaque and vitreous lines
at 30 DAP (Fig. 2). However, the expression of this gene was
higher in the opaque lines at an earlier stage of endosperm
development (20 DAP) (data not shown) and may explain the
higher amylopectin content of these lines. Jia et al. (2013)
also found a higher expression of AeT in W64A02 with respect
to its normal counterpart W64A* at 22 DAP, which could favor
the production of starch granules with larger crystalline re-
gions associated with the opaque phenotype.
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The Zpul gene encodes the pullulanase-type starch
debranching enzyme, which hydrolyzes the a-1,6 glycosidic
bonds of pullulan, a linear polymer of maltotriose units pro-
duced during starch metabolism (Nakamura et al., 1996). The
expression level of this gene in the endosperm of the paren-
tal line W64A02 was half of that in K0326Y QPM (Fig. 2), but
there were no significant differences between the opaque
and vitreous RILs.

é@
& N

Vitreous

Accumulation of starch granule-associated proteins
Starch granule-associated proteins (SGAP) from
developing and mature endosperms (Fig. 3, Table 5) were
analyzed because the GBSSl-encoding gene (Wx7) was
found to be differentially expressed between the vitreous
and opaque lines. The most abundant protein (~55 kDa) was
GBSSI and showed more significant accumulation in deve-
loping endosperms from the vitreous lines (Fig. 3), which
corresponds with the higher amylose content observed in
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Figura 3. Separacién por SDS-PAGE de proteinas asociadas al granulo de almidén en endospermo en desarrollo (30 DDP) de lineas
contrastantes en vitrosidad y el genotipo de marcadores que flanquean QTL asociados con esta caracteristica. Los marcadores de peso
molecular (kDa) se indican a la izquierda y la identidad de las proteinas se indica a la derecha. Las proteinas fueron identificadas por
espectrometria de masas (Tabla 5). GBSSI, Almidoén sintasa unida al granulo I; SSI, Almiddn sintasa [; SSlla, Aimidén sintasa lla; SBEIIb,
Enzima ramificadora de almidon Ilb; SHI, Sacarosa sintasa I; PPDK2, Piruvato fosfato dicinasa 2.

Figure 3. SDS-PAGE analysis of starch granule-associated proteins from developing endosperm (30 DAP) of lines contrasting in
vitreousness and the genotype of markers flanking QTLs for this trait. Molecular weight (kDa) standards are shown on the left, and the
corresponding proteins are indicated on the right. Protein bands were identified by mass spectrometry (Table 5). GBSSI, Granule-bound
starch synthase I; SSI, Starch synthase |; SSlla, Starch synthase lla; SBEIIb, Starch branching enzyme llb; SH1 sucrose synthase 1; PPDK2,

Pyruvate phosphate dikinase 2.

Tabla 5. Identificacion por espectrometria de masas de proteinas asociadas al granulo de almidon.
Table 5. Identification by tandem mass spectrometry of starch granule associated proteins.

Accession Protein name iheoretical SObsernved i:(\ll::: C: Peptides matched
No. Mw (kDa) Mw (kDa) o 9 P
Granule-bound EALQAEVGLPVDR
A9YOP1 starch synthase 65.8 63.2 21.52 FSVDCNVVEPADVK
[Zea mays] FEPCGLIQLQGMR
Starch synthase | ER AL DS
049064 [Zea’,’na 5 705 756 123 EHKSSWEGLMK
4 GIDLIQLIPDLMR
starch svnthase ITAGADVLVMPSR
Q6RG16 i [Zeg'ma g 79.9 817 933 MLQHLEREHPNK
b Y APRDAALVRAEAEAGGK
Starch branching VVLDSDAGLFGGFSR
081387 enzyme llb 90.6 89.6 17.9 KAVMVPEGENDGLASR
[Zea mays] FIPGNNNSYDKCRR
Shrunkent ELANLVIVAGDHGK
K7V5Z8 [Ze;ma 3 917 96.0 10.27 LLPDAAGTTCGQR
4 VIGTEHTDIIR
Pg;;“’;;et'e EGEWLSLNGSTGEVILGK
K7UZT6 Zikin‘gse 5 96.0 105.6 21.63 IAVDMVNEGLVER
AWTAFPGSAQEGIGR
[Zea mays]
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these samples (Table 4). The other SGAP corresponded to
the enzymes starch synthase | (SSI), starch synthase lla (SSlla),
starch branching Ilb (SBEIIb), sucrose synthase 1 (SH1), and
pyruvate phosphate dikinase 2 (PPDK2), which are involved
in amylopectin synthesis and starch metabolism. Unfortuna-
tely, the low abundance of these proteins did not allow to
register differences in accumulation between the vitreous
and opaque lines. Other authors previously reported similar
SGAP patterns in maize (Grimaud et al., 2008; Juarez-Garcia
et al., 2013; Salazar-Salas et al., 2014). PPDK and SH1 form
complexes with some starch biosynthetic enzymes like
SSIlI, SSlla, SBElla, and SBElIb in maize amyloplasts and they
may regulate the carbon partitioning between metabolic
pathways (Hennen-Bierwagen et al., 2009).

CONCLUSIONS

The endosperm modification in QPM is associated
with changes in the expression of starch biosynthesis genes,
such as Wx1 that showed higher transcript levels in the en-
dosperm of the vitreous lines (K0326Y QPM, 33, 338, 346),
which resulted in a more significant accumulation of GBSSI
and consequently the synthesis of starch with a higher pro-
portion of amylose during kernel development. As a result,
starch granules with more amorphous regions may favor
their packing and association, contributing to the vitreous
phenotype. The information about the mechanisms involved
in the modification of the opaque-2 endosperm will facilitate
the development of QPM genotypes with better agronomic
and processing characteristics.
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RESUMEN

El género Tagetes representa un grupo de plantas co-
nocidas cominmente como cempasuchil o flor del muerto,
las cuales son reconocidas principalmente por su uso en la
industria alimentaria, horticultura ornamental, terapéutico
herbolario y cultural. Tagetes coronopifolia y terniflora son
dos especies de este género, empleadas en la rotaciéon de
cultivos para el control de nemétodos fitopatédgenos. En
este trabajo se aislaron 581 cepas de rizobacterias a partir
de suelo rizosférico, suelo adherido a la superficie de la raizy
el interior de la raiz de la planta a los 30, 60, 90 y 120 dias de
crecimiento en cultivos de invernadero. Del total de cepas
aisladas de rizobacterias, 22 presentaron actividad anta-
gonica contra Fusarium sp., 53 contra Stenocarpella maydis,
ambos hongos patégenos de maiz, mientras que 37 cepas
mostraron antagonismo contra la bacteria fitopatégena Cla-
vibacter michiguenses subp. michiganensis. De acuerdo con
el porcentaje de inhibicion de los patégenos en estudio, se
seleccionaron 10 rizobacterias para la identificacion molecu-
lar de una secuencia parcial del gen ADNr 16S. Las secuencias
parciales de cada rizobacteria fueron analizadas por similitud
en el GenBank mostrando como resultado que pertenecen a
los géneros Bacillus y Pseudomonas, los cuales son utilizados
como agentes de biocontrol.
Palabras clave: rizobacterias, bacterias endofitas, control
bioldgico, plantas antagdnicas.

ABSTRACT

The genus Tagetes represents a group of plants com-
monly known as marigold or “flower of the dead’, which
are mainly recognized for their use in the food industry,
ornamental horticulture, therapeutic herbalism, and culture.
Tagetes coronopifolia and terniflora are two plant species of
this genus, which are used for crop rotation and control of
phytopathogenic nematodes. In this work, 581 rhizobacteria
strains were isolated from samples of rhizosphere soil, soil
attached to the root surface and inside of plant root at 30, 60,
90 and 120 days of growth in greenhouse cultures. Twenty-
two strains showed antagonistic activity against Fusarium sp.
and 53 against Stenocarpella maydis, which are pathogenic
fungi in corn, while 37 strains showed antagonism against
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. According
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to the percentage of inhibition of the phytopathogens, 10
rhizobacteria were selected for molecular identification of
the partial 16S rDNA gene. The partial sequences of each
rhizobacteria were analyzed for similarity in the GenBank,
showing as a result that they belong to the Bacillus and Pseu-
domonas genera, which are used as biocontrol agents.
Keywords: rhizobacteria, endophytic bacteria, biological
control, antagonistic plants.

INTRODUCCION

Las plantas del género Tagetes L. (familia Asteraceae)
se clasifican taxondmicamente en 53 especies herbaceas
anuales y perennes. Son nativas de América y varias de sus
especies silvestres tienen una amplia distribucién geogréfica
desde el suroeste de Estados Unidos hasta Argentina (Looc-
kerman et al., 2003; Cicevan et al., 2016). En México, se estima
que habitan alrededor del 50% de las especies, ademds de
considerarse como su centro geografico de origen y diversi-
dad (Garcia-Sanchez et al., 2012).

Varias especies de estas plantas son agroeconémica-
mente importantes, debido a su uso en la industria alimenta-
ria, horticultura ornamental, terapéutico herbolario y cultural
(Garcia-Sanchez et al., 2012). Adicionalmente, también han
adquirido importancia en el dmbito del control bioldgico,
debido a que el conocimiento empirico y de investigacion
han demostrado que algunas especies de estas plantas en
crecimiento (Miller y Ahrens, 1969), sus residuos vegetales
(Siddiqui y Alam, 1987) o los extractos de sus raices (Hoan y
Davide, 1979), son eficaces para controlar y reducir significa-
tivamente las poblaciones de neméatodos (Hooks et al., 2010),
hongos (Mares et al., 2004) y bacterias (Gakuubi et al., 2016)
fitopatdgenas en suelo, tanto en condiciones de invernadero
y campo abierto (Topp et al., 1998; Sturz y Kimpinski, 2004).
Esta propiedad de control biolégico se relaciona con la acti-
vidad alelopatica de diversos metabolitos secundarios como
acetilenos, carotenoides, flavonoides, terpenoides, alcaloides
y tiofenos (Salehi et al., 2018), que son producidos y conteni-
dos en flores, hojas, tallos, raizy exudados. No obstante a esta
actividad antagdnica y sus exudados rizosféricos, un fenéme-
no interesante y poco estudiado ha sido que estos metaboli-
tos secundarios modifican relativamente la densidad total y
la biomasa de las poblaciones microbianas autéctonas en la
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rizosfera de estas plantas (Qu et al., 2021; Cheng et al., 2022),
argumentandose inclusive, que estos compuestos alelopati-
cos podrian inducir un proceso de mitigacién microbiana o
exacerbacién reducida para moldear el microbioma rizosféri-
co (Siebers et al., 2018; David et al., 2018). Estas interacciones
positivas, entre rizobacterias y su planta huésped, podrian ser
una alternativa para la busqueda, aislamiento, identificacion
y uso de bacterias que contribuyan a la supresién natural o
inducida de enfermedades transmitidas por diversos mi-
croorganismos fitopatégenos en suelo y por consecuencia,
mejorar la salud vegetal (Zuo et al., 2014; Xiao et al., 2019),
con lo cual, se aseguraria el rendimiento competitivo de los
cultivos y se garantizaria la proteccion y seguridad ambiental
para mantener el equilibrio ecolégico a largo plazo en los
agroecosistemas (Majeed et al., 2018).

Bajo este contexto, en este trabajo, se emplearon
las plantas alelopaticas T. coronopifolia y T. terniflora con el
objetivo de aislar y caracterizar morfoldgicamente bacterias
nativas de su rizosfera, para posteriormente evaluar in vitro su
potencial antagénico contra los microorganismos fitopato-
genos del maiz S. maydis, Fusarium sp., y la bacteria patégena
de jitomate Clavibacter michiganensis subsp. michiganenses
(Cmm). Finalmente, las cepas con potencial antagonista se
identificaron molecularmente mediante el andlisis de la se-
cuencia del gen ADNr 16S.

MATERIALY METODOS
Cultivo de plantas en condiciones de invernadero

La germinacion de las dos especies de Tagetes se rea-
lizé con 10 a 12 semillas sobre soportes de papel filtro estéril
humedecidos con agua destilada estéril y en bases de cajas
de Petri (100 x 15 mm). Las bases de cajas Petri se colocaron
sobre una charola de pléstico con algodones humedecidos
con una solucion de glicerol al 50 % y cubierta con papel
celofan. Las semillas, bajo estas condiciones, se expusieron
a la luz solar natural durante 12 h a temperatura ambiente,
hasta la germinacion. Una vez observado el brote en cada
una de las semillas, se contaron 14 dias para posteriormente
sembrar las plantulas en macetas de 50 cm de didametro y
45 cm de alto a 3 de su capacidad con suelos con cargas
microbianas disminuidas por un proceso de esterilizacion a
121 °Cy 15 Ib por 1 h, el cual se repitid tres veces cada 24
h y que fueron colectados en un campo experimental de la
Universidad Politécnica de Pachuca (N 19°58'50" O 98°41'06”,
2,375 msnm). Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero durante los 120 dias de muestreo. Las semillas
de T. coronopifolia y T. terniflora fueron donadas por el Dr.
Miguel Angel Serrato Cruz, del departamento de Recursos
Genéticos y Agricultura Regional de la Universidad Auténo-
ma Chapingo.

Muestreo de suelos rizosféricos y aislamiento de rizobac-
terias

Se seleccionaron al azar plantas de cada una de las
especies de Tagetes y se colecto su suelo rizosférico a los 30,
60, 90 y 120 dias de su crecimiento, para esto, se utilizd una

espatula estéril, se marcé alrededor del tallo de las plantas
seleccionadas un cuadrado de 10 cm por lado y se sacudid
para extraer el suelo rizosférico y obtener las raices de la
planta. El material biolégico, se colocé en bolsas de poliesti-
reno estériles y se almacenaron a -78 °C. Tres diferentes zonas
fueron empleadas para el aislamiento de las rizobacterias; i)
suelo rizosférico; ii) suelo adherido a la superficie de la raizy
iii) el interior de la raiz de la planta. La metodologia empleada
para la primera zona consistié en pesar y mezclar 10 g de
suelo rizosférico en 90 ml de solucion de peptona y fosfato
buffer salino (K HPO,, 1.21 g; KH,PO,, 0.34 g, 1000 mL de H,0
destilada, pH 7.4). Para la segunda zona, se pesaron 10 g de
raices de cada una de las plantas seleccionadas y se colocaron
en solucion de peptona y fosfatos con agitacion vigorosa por
10 min. En la tercera zona se pesaron 5 g de raices de cada
una de las plantas y se lavaron tres veces con agua destilada
estéril, después se colocaron en una soluciéon de etanol al
70 % (v/v) durante 5 min, y pasado este tiempo, se sumer-
gieron en una soluciéon de NaClO al 6.25 % (v/v) durante 10
min, seguido de 15 s en una solucién de H,O, al 10 %(v/v).
Las raices se enjuagaron de 3 a 4 veces con agua destilada
estéril y se trituraron en mortero estéril con una solucién de
MgSO, 0.01 M, para finalmente diluirse hasta un volumen de
100 mL con solucién de MgSO, 0.01 M. De las soluciones que
contenian el suelo rizosférico, las raices y el macerado de las
raices se hicieron diluciones seriadas de 102 hasta 10® para
tomar 100 pL de cada una y sembrarlas por extension en
medio de agar King B y agar Triptocaseina y Soya (DIBACO).
Las placas se incubaron a 28 + 2°C durante 48 h. Cuando se
observé crecimiento bacteriano de las muestras colectadas
y procesadas de las dos especies de Tagetes en las diferen-
tes zonas y a los 30, 60, 90 y 120 dias de su crecimiento, las
colonias con morfotipos diferente se aislaron por resiembra
hasta obtener cultivos axénicos. Una vez puros, se realizé la
caracterizacion morfoldgica, microscopicay tincion de Gram.
Finalmente, las rizobacterias se conservaron a -20 °C en 0.5
mL de caldo Triptocaseina y Soya (MP biomedicals) y 0.5 mL
de glicerol al 50 % estéril (v/v). La nomenclatura utilizada
para identificar cada una de las cepas aisladas const6 de un
codigo alfanumeérico de cinco caracteres. El primer caracter
represento el tiempo de muestreo en dias para cada especie,
T. coronopifolia (8:30, 4:60, 2:90, 6:120), T. terniflora (1:30, 3:60,
5:90, 7:120); el segundo cardcter indicé el medio de cultivo
utilizado para su aislamiento, B: King-B, T:TSA; el tercer ca-
racter indico la especie de Tagetes de aislamiento T:terniflora,
C:coronopifolia; el cuarto caracter indica la zona de muestreo,
R: Suelo rizosférico, E: Suelo adherido a la superficie de la
raiz, I: Interior de la raiz de la planta; y el Ultimo caracter es el
numero de cepa.

Microorganismos fitopatogenos

La cepade Cmmfue donada porlaM.C.Ma.De Lourdes
Rodriguez Mejia del Departamento de Parasitologia Agricola
de la Universidad Auténoma de Chapingo (Rodriguez-Mejia,
2013). La cepa de S. maydis fue donada por el Dr. Daniel
Jeffers del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
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Trigo (CIMMyT) (Jeffers, 1995), mientras que la cepa de Fusa-
rium sp., fue aislada en el laboratorio de Agrobiotecnologia
de la Universidad Politécnica de Pachuca a partir de granos
de maiz y mazorcas en pudricién. Los materiales vegetales
para el aislamiento de Fusarium sp. fueron obtenidos de cul-
tivos de maiz de la localidad de Cinta Larga en el municipio
de Mixquiahuala, Hidalgo, México.

Pruebas de enfrentamiento dual para S. maydis y Fusa-
rium sp.

La seleccién de las bacterias antagdénicas se realizé
mediante pruebas de enfrentamiento dual empleando el
protocolo descrito por Herndndez et al. (2010). Las inhi-
biciones del crecimiento de los hongos fitopatdogenos se
observaron para Fusarium sp., a los 10 dias de incubacion y
para S. maydis en un rango de 5 a 7 dias de incubacién. Las
bacterias aisladas de ambas especies de Tagetes, en las dife-
rentes zonas y a los 30, 60, 90 y 120 dias de su crecimiento
que generaron un halo de inhibicion, fueron seleccionadas y
sometidas a pruebas confirmativas por triplicado siguiendo
la metodologia antes descrita y midiendo los halos de inhi-
bicion en mm. El indice de inhibicién se estimé empleando
la siguiente ecuacion, Porcentaje de Inhibicion (%) = (C-E)/C
x 100, en donde, C es el crecimiento radial del fitopatégeno
en el control (mm) y E representa el crecimiento radial del
fitopatdgeno en el tratamiento (mm).

Pruebas de enfrentamiento dual para Cmm

Las pruebas de enfrentamiento dual para la cepa Cmm
se realizaron con la técnica de difusion en agar modificada de
Reinoso et al. (2006). Las bacterias aisladas de las diferentes
zonas en ambas especies de Tagetes y a los 30, 60, 90 y 120
dias de su crecimiento que presentaron un halo de inhibicién,
se seleccionaron y se sometieron a pruebas confirmativas
por triplicado de enfrentamiento dual en agar nutritivo. En
estas pruebas confirmativas, se hizo la difusion de Cmm en
agar nutritivo, mientras que por separado las rizobacterias
identificadas como antagdnicas se crecieron previamente en
agar nutritivo durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, se cortaron discos de agar de 7 mm de didme-
tro y se colocaron sobre el cultivo de Cmm para incubarse a
28 °C por 24 - 48 h. En cada uno de los halos de inhibicién se
midié el radio en mm y se estimé el porcentaje de inhibicién.

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN gendmico de cada una de las rizobacterias con
capacidad inhibitoria fue extraido a partir de la biomasa de
cultivos en caldo nutritivo (BD Bioxon, México) incubados
a 28 °C durante 24 h. Las rizobacterias se concentraron por
centrifugacion a 12000 rpm durante 5 min. El sobrenadante
se decantd y de la pastilla celular se obtuvo el ADN gené-
mico empleando la técnica de CTAB modificada de von der
Schulenburg et al. (2001). Las condiciones de amplificacion
por PCR del gen ADNr16S parcial fueron las propuestas por
Lane (1991) en un volumen total de 50 uL y con los primers
universales 8F: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y 1492R:

L
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5'-GTTACCTTGTTACGACTT-3" Los productos de PCR se pu-
rificaron con el kit comercial PureLink PCR Purification Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los productos de PCR purificados se secuen-
ciaron en ambas cadenas con los iniciadores universales 8F
y 1492R, utilizando el servicio externo que ofrece el Colegio
de Posgraduados con un secuenciador de 4 capilares 3130
Genetic Analyzer Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).
Una vez obtenidas las secuencias parciales estas fueron
editadas manualmente en los programas Chromas v.2.6.6
(Technelysium; http://technelysium.com.au/wp/chromas/) y
BioEdit v.7.0.0 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.
html) y analizadas por similitud con el algoritmo BLASTN
en la base de datos del GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nIm.nih.
gov/). Las secuencias fueron depositadas en el GenBank con
los nimeros de acceso del ON088984 al ON088993.

Analisis estadistico

El analisis del efecto de las variables, tiempo de creci-
miento de las plantas, las diferentes zonas de aislamiento de
rizobacterias y la especie de la planta se realizé mediante una
prueba de independencia con Ji-cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de Rizobacterias

Un total de 581 rizobacterias fueron aisladas, de las
cuales, 274 cepas se obtuvieron de la rizosfera de T. corono-
pifolia, mientras que 307 se aislaron de T. terniflora. La Tabla
1, muestra el niUmero de bacterias conforme a la zona de
aislamiento, la especie y edad de la planta. Lopez-Lopez et al.
(2017) analizaron mediante técnicas de electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante (DGGE) los perfiles molecu-
lares de las comunidades bacterianas rizosféricas de Tagetes
terniflora, T. remotiflora y T. coronopifolia a los 3, 30, 60 y 90
dias, utilizando muestras de suelo rizosférico en condiciones
de invernadero. Los resultados de los indices de diversidad
(Shannon’sindex) indicaron una disminucion de la diversidad
bacteriana conforme se incrementaba el tiempo, mientras
que, respecto a la especie de la planta, la mayor diversidad se
observé en T. terniflora (Lopez-Lépez et al., 2017). En general,
varios trabajos de investigacion, relacionados con el estudio
de la estructura poblacional microbiana rizosférica, indican
que la raices de las plantas mantienen una interaccion direc-
ta con las comunidades microbianas, es decir, la secrecion de
exudados rizosféricos o rizodepdsitos, los cuales contienen
iones solubles en agua, compuestos de bajo peso molecular
como azucares, aminoacidos, flavonoides, proteinas, acidos
grasos, antimicrobianos, nematicidas y otros metabolitos
secundarios, asi como compuestos de alto peso molecular,
que incluyen carbohidratos, proteinas, lipidos, mucilagos
insolubles y restos de células lisadas o muertas influyen di-
recta y especificamente en la estructura y funcién de estas
comunidades microbianas (Doornbos et al., 2012; Haldar y
Sengupta, 2015). Adicionalmente, la edad y genotipo de la
planta, asi como otros factores bidticos y abiéticos, influyen
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Tabla 1. Numero de bacterias aisladas de la rizosfera de T. coronopifolia 'y T. terniflora, de acuerdo con la especie, edad de cada plantay

las diferentes zonas de muestreo.

Table 1. Number of bacteria isolated from T. coronopifolia and T. terniflora rhizosphere, according with the species, age of each plant

and different sampling areas.

T. coronopifolia

Zonas de aislamiento

T. terniflora

Zonas de aislamiento

o o WSRO NEORE o e Nemonn
DE LA RAIZ PLANTA DE LA RAIZ PLANTA

30 36 29 8 36 36 10

60 38 29 8 45 26 10

90 36 27 8 36 36 7

120 22 26 7 27 27 11

Total 274 307

en la calidad y cantidad de los rizodepdsitos e imponen una
presion selectiva, generando una distribucion no aleatoria en
frecuencia, abundancia y funciones de las comunidades mi-
crobianas a nivel horizontal como vertical a través del perfil
del suelo (Micallef et al., 2009; Philippot et al., 2013).

Pruebas de enfrentamiento dual
Stenocarpella maydis, Fusarium sp y Cmm.

Los resultados de las pruebas de enfrentamiento dual
in vitro permitieron seleccionar 53 cepas de rizobacterias que
inhibieron el crecimiento de S. maydis asi como 22 cepas
que inhibieron el crecimiento de Fusarium sp. (Figura 1). Sin
embargo, una seleccion mas rigurosa permitié identificar
cepas con rangos de porcentajes de inhibicion entre 70 y
100%. Para S. maydis se seleccionaron las cepas 5TTE1 (70.83

%), 5BTI1 (71.67 %), 1BTI2 (72.5 %), 1BTE13 (80.83 %), 2TCE11
(87.5 %), 1BTE9 (88.33 %) y 2BCR17 (100 %), mientras que
para Fusarium sp. se seleccionaron las cepas 1BTI1 (70.83 %),
1TTE12 (75.00 %), 2TCR14 (75.00 %), 1BTI2 (79.17 %) y 1BTR3
(87.5 %) (Figura 3). Las pruebas de enfrentamiento dual
para Cmm permitieron identificar 38 cepas con capacidad
inhibitoria (Figura 2). Se seleccionaron cepas con rangos de
porcentaje de inhibicién entre 70 y 100 % y que correspon-
dieron a 6TCR11 (61.67 %), 4TCR11 (78.33 %), 1BTI1 (95.83 %)
y 3TTR10 (100 %) (Figura 2).

El andlisis de los resultados de la seleccién de cepas
con rangos de porcentaje de inhibicién entre 70 y 100 %,
demostré con base al criterio de especie de planta, que la
mayor cantidad de cepas bacterianas con potencial anta-
gonico se aislaron de la rizosfera de T. terniflora (Figura 3a).

— i [\®]
< ik 2

W
1

Numero de rizobacterias aisladas

Suelo Suelo adherido Interior de Suelo
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rizosférico alasuperficie  laraiz de
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rizosférico  a la superficie
de la raiz
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11

Fusarium sp

S. maydis

Cmm

Figura 1. Grafico de barras apiladas de las bacterias antagdnicas aisladas de la rizosfera de T. coronopifolia

y T. terniflora con capacidad inhibitoria de fitopatégenos.

Figure 1. Stacked bar graph of antagonistic bacteria isolated from rhizosphere of T. coronopifolia and T.

terniflora with phytopathogen inhibitory capacity.
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S. maydis
STTE1 5SBTI1 1BTI2 1BTE13 2TCEl11l 2BCR17
(100.0%)

(70.8%) (71.7%) (72.5%) (80.8%) (87.5%)

Fusarium sp.
2TCRI14 (75.0%)

IBTLL (70.8%)

Cmm
6TCRI11 (61.7%) 4TCR11 (78.3%) 1BTT1 (95.8%)

Figura 2. Capacidad antagonica de las bacterias aisladas de la rizdsfera de T. coronopifolia 'y T. terniflora.
Figure 2. Antagonistic capacity of bacteria isolated from T. coronopifolia and T. terniflora rhizosphere.
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T. coronopifolia T. terniflora Suelo Suelo adherido a la Interior de la raiz
rizosférico superficie de la raiz de la planta
Especie Zonas de aislamiento
c d
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Numero de cepas aisladas

con capacidad inhibitoria
Numero de cepas aisladas
con capacidad inhibitoria

S, mavdis Fusaritm sp Cmim 60 920

Cepas fitopatogenos Tiempo en dias

Figura 3. Numero de rizobacterias con potencial antagdnico frente a los patégenos Fusarium sp., S. maydis y Cmm; a)
Numero de bacterias antagonicas de acuerdo con la especie de la planta; b) nimero de bacterias de acuerdo con las tres
diferentes zonas de aislamiento de las rizobacterias; ¢) nimero de bacterias antagdnicas de acuerdo con el criterio de
especie de planta y el fitopatdgeno en estudio; d) nimero de bacterias de acuerdo con el tiempo de crecimiento de la
planta.

Figure 3. Number of rhizobacteria with antagonistic potential against the pathogens Fusarium sp., S. maydis and Cmm;
a) Number of antagonistic bacteria according to plant species; b) number of bacteria from the three different zones of
rhizobacteria isolation; ¢) number of antagonistic bacteria according to criteria of plant species and the phytopathogens
under study; d) number of bacteria according to the growth time of the plant.
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Asimismo, considerando las zonas de aislamiento y tiempo
de crecimiento, sin importar la especie de la planta, la mayor
cantidad de bacterias antagénicas se obtuvieron del suelo ri-
zosférico y del suelo adherido a la superficie de la raiz (Figura
3b)yalos 30y 90 dias de crecimiento (Figura 3d). Finalmente,
las rizobacterias antagonicas presentaron mayor eficiencia
de inhibicién sobre el hongo fitopatégeno Fusarium sp., en
comparacion con el hongo S. maydis (Figura 3c).

Las pruebas de independencia de Ji-cuadrada para los
enfrentamientos duales entre fitopatégenos y rizobacterias,
considerando las variables, especie de planta, el tiempo de
crecimiento de la planta y las tres diferentes zonas de aisla-
miento de las rizobacterias, demostraron que la capacidad
inhibitoria de los aislados obtenidos de T. coronopifolia y
terniflora fueron estadisticamente significativas para aceptar
la hipotesis nula (H ) “el tiempo de crecimiento de la planta
y el sitio de aislamiento de las rizobacterias con capacidad
inhibitoria son independientes” (Fusarium sp., p = 0.001809;
S. maydis, p = 2.44E-05; Cmm, p = 0.001057).

Identificacion molecular de las rizobacterias con capaci-
dad inhibitoria de fitopatégenos.

Empleando criterios de seleccién mas rigurosos, que
implicaron mayores porcentajes de inhibiciéon hacia Cmm
y la inhibicidn hacia uno o ambos hongos fitopatégenos,
se logré elegir a 10 rizobacterias (Figura 4), de las cuales,
seis cepas fueron aisladas de T. terniflora a los 30, 60, 90
y 120 dias de suelo rizosférico y adherido a la superficie
de la raiz, asi como del interior de la raiz y 4 cepas fueron
aisladas de T. coronopifolia a los 60, 90 y 120 dias de suelo
adherido a la superficie de la raiz e interior de la raiz. Un
analisis de similitud de las secuencias ADNr 16S obtenidas
de las 10 rizobacterias, empleando el algoritmo BLASTN
del NCBI, demostré que 7 secuencias se alineaban con
cepas del género Bacillus, especificamente las cepas 2TCI1,
5TTE1, 7TTE11 y 1BTE9 a la especie subtilis, las cepas 2BCR17
y 4TCE16 a la especie B. amyloliquefaciens, mientras que la
cepa 6TCE22 correspondié a la especie B. atrophaeus (Tabla
2). Las tres secuencias restantes, se alinearon con cepas del

Rizobacteria S. maydis Fusarium sp. Cmm
1BTE9 P.L: 88.3+6.3 P.L: 37.5+ 0.0
IBTII PL:54.1+9.0 P.L:70.8+7.2 PIL:958%73
1BTI2 P.I:72.5+25 P.L:79.2+163 P.L: 517+ 10.1.3
2BCR17 P.1L: 100.0 + 0.0 P.L: 62.5% 0.0 P.L: 0.0
2TCIl P.L:62.5+12.5 P.L:64.2 +10.1 P.L: 0.0
3TTRI1 PIL:52.5+4.0 PL:512+72 P.1L: 100.0 £ 0.0
4TCE16 @ P.L: 267495 P.L: 0.0 P.L:283+14
<
STTEI P.L:70.8+2.9 PI:542£7.2 P.L: 0.0
6TCE22 P.L:21.7+ 1.4 P.L: 0.0 P.L:28.3+ 1.4
7TTE11 PL:65.8+3.8 PL: 675425 P.L: 0.0

Figura 4. Estimacion de los porcentajes de inhibicion de rizobacterias con capacidad antagénica.
Figure 4. Estimation of inhibition percentages of rhizobacteria with antagonistic capacity.
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Tabla 2. Anélisis BLASTN empleando secuencias de la regiéon ADNr 16S de 10 rizobacterias con capacidad antagénica a mi-

croorganismos fitopatdgenos.

Table 2. BLASTN analysis using sequences of 16S DNAr from 10 rhizobacteria strains with antagonistic capacity to phytopatho-

genic microorganisms.

ceps acc:fon;e::ed;ank Ta(n;;?o Mt Pt::’;::tti;j:dde HEESiEE EREle
1BTE9 ON088988 971 Bacillus subtilis 100 100 2e-79
1BTI1 ONO088991 740 Pseudomonas protegens 100 100 0.0
IBTI2 ON088992 740 Pseudomonas protegens 100 100 0.0
2BCR17 ON088989 971 Bacillus amyloliquefaciens 100 100 0.0
2TCI ON088984 971 Bacillus subtilis 99.69 100 0.0
3TTR11 ONO088993 740 Pseudomonas sp. 100 100 0.0
4TCE16 ONO088985 740 Bacillus subtilis 99.79 100 0.0
5TTE1 ONO088987 971 Bacillus sp. 100 100 0.0
6TCE22 ONO088990 970 Bacillus atrophaeus 100 100 0.0
7TTE1 ON088986 971 Bacillus subtilis 100 100 0.0

género Pseudomonas, especificamente 1BTI1, 1BTI2 con la
especie P. protegens y 3TTR11como sp. (Tabla2). El género
Bacillus se caracteriza por incluir una importante variedad
de especies bacterianas no patogénicas y con propiedades
antagonistas, son faciles de cultivar y eficientes en el control
de plagas y enfermedades (Berg et al., 2005). Se ha documen-
tado que Bacillus spp., poseen mecanismos antagdnicos que
involucran competencia por espacio y nutrientes (Handels-
man y Stabb, 1996), antibiosis (Loeffler et al., 1986), asi como
la promocién del crecimiento y la induccion de resistencia
en plantas (Kloepper y Ryu, 2006). Adicionalmente, Bacillus
spp., forma esporas, permitiéndole sobrevivir y permanecer
metabdlicamente activo en condiciones hostiles, haciéndolo
apropiado para formular productos viables y estables para
su uso en el biocontrol. Cawoy et al. (2011) demostraron
la capacidad inhibitoria de Bacillus spp. hacia organismos
fitopatégenos como Verticillium, Pythium, Cercospora, Co-
lletotrichum, Alternaria, Ascochyta, Macrophomina, Myrothe-
cium, Ramularia, Xanthomonas y Erysiphe. La cepa 1BTE9, la
cual fue identificada como B. subtilis, mostré la capacidad
de inhibir a Cmm. Utkhede y Koch (2004) reportaron nula
incidencia de Cmm en cultivos de tomate en invernadero
al utilizar tratamientos con productos formulados con B.
subtilis y Trichoderma harzianum aplicados por aspersiéon en
diferentes concentraciones celulares. Asimismo, esta cepa
junto con 2TCI1, 5TTE1 y 7TTE11 presentaron la capacidad
en comun de inhibir al hongo S. maydis. Petatan-Sagahoén
et al. (2011) lograron aislar e identificar una cepa de Bacillus
subtilis (160) de suelos rizosféricos agricolas y las pruebas
de enfrentamiento in vitro y en campo demostraron que la
bacteria y sus extractos celulares inhibieron el desarrollo
de Stenocarpella maydis y macrospora. A las rizobacterias
identificadas molecularmente, como B. amyloliquefaciens y
B. atrophaeus (2BCR17, 4TCE16 y 6TCE22), se les atribuyen
caracteristicas de control bioldgico semejantes a B. subtillis.
Yoshida et al. (2001) aislaron una cepa de B. amyloliquefaciens
capaz de inhibir hongos y bacterias fitopatdgenas en hojas
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de plantas de morera (Morus alba), utilizadas como alimento
en la produccion de gusanos de seda.

Finalmente, las rizobacterias identificadas en el gé-
nero Pseudomonas son consideradas importantes agentes
de biocontrol debido a su capacidad de inhibir el desarrollo
de bacterias, hongos, nematodos y virus, que infectan y
reducen considerablemente el rendimiento de las cosechas
en cultivos de invernadero y campo. Los reportes acerca del
biocontrol de cepas pertenecientes al complejo P. fluorescens
indican que los beneficios se deben a la produccién de me-
tabolitos secundarios con propiedades antifungicas, como
2,4-diacetilfluoroglucinol (2,4-DAPG), 2-hexilo, 5-propilresor-
cinol, fenazinas y antibidticos basados en sideréforos como la
pirrolnitrina (PRN) y la pioluteorina (PLT) (Garrido-Sanz et al.,
2017). Las rizobacterias 1BT11, 1BT12 y 3TTR11 relacionadas
con el género Pseudomonas'y aisladas de T. ternifloray T. coro-
nopifolia presentaron actividad antifungica hacia S. maydis y
Fusarium sp., asi como actividad antimicrobiana hacia Cmm.
Algunas investigaciones han demostrado que P. protegens
(1BT11, 1BT12) es una bacteria capaz de colonizar el interior
de las raices de plantas sin provocar dafho, promoviendo re-
laciones mutualistas con el objetivo de protegerla de hongos
fitopatdogenos mediante la produccién de 2,4-DAPG, PLT,
PRN, sideréforos, HCN y proteasas extracelulares (Zhang et
al., 2020). La cepa 3TTR11 mostré porcentajes de identidad
superiores del 99.5% con Pseudomonas sp., P. extremaustralis,
P. marginalis y P. rhodesiae, no obstante, solamente la ultima
especie ha sido descrita como una bacteria promotora del
crecimiento vegetal, ademas de solubilizar fésforo, producir
sideréforos, acido indol acético (IAA) y presentar actividad
deaminasa ACCy tolerancia a cadmio (Rolén-Cardenas et al.,
2021).

CONCLUSIONES

En conclusién, podemos mencionar que el aisla-
miento de rizobacterias a partir de la rizosfera de plantas
alelopéticas de las especies T. coronopifolia y T. terniflora,
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permitio observar una diferencia estadisticamente signifi-
cativa en la cantidad de bacterias cultivables aisladas y que
la abundancia de bacterias varia mayormente conforme al
sitio de aislamiento que con el tiempo de crecimiento de la
planta, sin embargo, existe evidencia cientifica que sugiere
una variacién de los patrones de exudacién de metabolitos
secundarios conforme a la etapa fenoldgica de la planta, lo
cual puede modificar la estructura y tamafo de las poblacio-
nes microbianas rizosféricas, y esto, utilizarlo en su beneficio,
dependiendo de sus necesidades fisioldgicas. Asimismo, la
seleccion e identificacion de rizobacterias de los géneros Ba-
cillus y Pseudomonas con actividad antagonica in vitro sobre
los fitopatdgenos S. maydis, Fusarium sp., y Cmmyy las cuales
posiblemente se encuentran en asociacion simbiética con las
plantas en estudio, se les podria atribuir un potencial uso en
el control biolégico de enfermedades y plagas en plantas de
importancia agroecondémica.
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RESUMEN

La papaya es un fruto climatérico que tiene una vida
en anaquel corta. Una opcién para prolongar la vida util
de este fruto es el uso de recubrimientos. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del recubrimiento a
base de alginato extraido de Sargassum fluitans adicionado
con nanoparticulas de plata (NpAg) sobre la vida en anaquel
de papaya (Carica papaya L. var. Maradol). Las NpAg se ob-
tuvieron mediante sintesis verde. Las papayas, en grado de
madurez 3, fueron recubiertas con tres soluciones: soluciéon 1
(2.49 % alginato), solucién 2 (2.49 % alginato y 1.1 mg NpAg/
mL) y el grupo control (agua). Los frutos se pincelaron y se
almacenaron 15 dias a 25 °C y 75 % de humedad relativa.
Los frutos recubiertos con las soluciones 1y 2 mantuvieron
valores 6ptimos de firmeza (6.9 y 6.6 MPa), sélidos solubles
totales (11.1 y 11.06 °Brix) y contenido de acido ascérbico
(22.31y 23.02 mg AA/g pulpa) durante 6 dias mas que el con-
trol. Los recubrimientos de alginato de sodio extraido de S.
fluitans adicionado o no con NpAg retardaron la maduracion
de la papaya. Esta tecnologia permite prolongar la vida en
anaquel de la papaya a 25 °C sin utilizar refrigeracion.
Palabras clave: Recubrimiento, alginato de sodio, Sargassum
fluitans, nanoparticulas de plata, papaya.

ABSTRACT

Papaya is a climacteric fruit that has a short shelf life.
An alternative to extend the shelf life of this fruit is the use of
coatings. Therefore, the objective of this study was to eval-
uate the effect of the coating based on alginate extracted
from Sargassum fluitans added with silver nanoparticles, on
the shelf life of papaya (Carica papaya L. var. Maradol). Silver
nanoparticles (NpAg) were obtained by green synthesis.
Papaya fruits in degree of maturity 3, were coated with three
solutions: solution A (2.49 % alginate), solution B (2.49 %
alginate and 1.1 mg NpAg/mL) and group control (water).
The coated fruits were stored for 15 days at 25 °C and 75 %
of relative humidity. The fruits coated with solution 1 and
2 maintained optimal values of firmness (6.9 and 6.6 MPa),
total soluble solids (11.1 and 11.06 °Brix) and ascorbic acid
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content (22.31 and 23.02 mg AA/g pulp) for 6 more days than
control. The coating of sodium alginate extracted from S.
fluitans added or not with NpAg retarded the maturation of
the papaya. This technology allowed to prolong the shelf life
of papaya at 25 °C without refrigeration.

Keywords: Coating, sodium alginate, Sargassum flui-
tans, silver nanoparticles.

INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L. var. Maradol) es un fruto
de elevado valor nutricional (Vieira et al., 2020) y representa
una fuente de acido ascorbico (vitamina C), con valores que
oscilan entre 35.4 y 87 mg/100 g de pulpa. Asi también, la
papaya tiene un alto contenido de carotenoides como el
[-caroteno precursor de retinol (vitamina A) (Bautista-Banos
et al, 2013). En México, este fruto es de gran importancia
econdmica al ser el tercer mayor productor de papaya en el
mundo con 1,039,820 ton/afo y el principal exportador de
papaya en el mundo (Castillo-Herrera et al., 2020). Sin embar-
go, la papaya es un fruto climatérico por lo que es altamente
perecedero con una corta vida en anaquel (Vela-Gutiérrez et
al.,2019). Aunado a esto, la papaya es altamente susceptibleal
ataque fungico, principalmente por el hongo Colletotrichum
gloesporioides ocasionando pérdidas postcosecha (Maring-
gal et al., 2019). El uso de tratamiento térmico combinado
con fungicidas como tratamiento postcosecha, seguidos de
refrigeracion durante el almacenamiento y transporte, ayuda
a retrasar la maduracién y crecimiento de fitopatégenos
(Rodrigues et al., 2021). Sin embargo, estos tratamientos
no son suficientes para mitigar el problema, especialmente
cuando las papayas se mantienen a temperatura ambiente.
Por lo anterior, los investigadores buscan tecnologias para
prolongar la vida en anaquel de frutos frescos que permita
el transporte de los frutos sin refrigeracién, explorando nue-
vos ingredientes. Bajo esa 6ptica, el desarrollo de peliculas
o recubrimientos es una forma innovadora y efectiva para
prolongar la vida util de frutos frescos ademas de que esta
tecnologia permite la incorporacion de aditivos antifingicos.
Vieira et al. (2020) estudiaron el efecto del recubrimiento a
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base de hidoxipropilmetilcelulosa con nanoparticulas de
plata aplicado a papaya almacenada a 10 °C. Sin embargo,
estos autores no reportaron cuanto tiempo se prolonga la
vida util del fruto aunado a que el experimento se llevé a
cabo en refrigeracion.

Dentro de los polimeros comiunmente utilizados
como recubrimientos destacan los alginatos debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y buena capacidad
de formacién de pelicula (Barrera et al., 2021). El alginato
es principalmente obtenido de algas pardas, siendo las del
género Sargassum quienes se han usado como fuente de
principal. Las ventajas con respecto a otras fuentes son su
abundancia en la naturaleza, el proceso de extraccién es facil
y los costos de fabricacion son bajos (Borazjani et al., 2017).
Particularmente, Sargasum fluitans contiene mas de 40 % de
alginato segun lo reportado por Davis et al. (2003). Esta alga
ha arribado a la costa del Caribe Mexicano en cantidades
masivas desde el 2014 y su acumulacion y descomposicion
en las playas afecta los ecosistemas costeros y la industria
turistica (Rodriguez-Martinez et al, 2016). No obstante, el
alginato extraido de S. fluitans mezclado con nanoparticulas
de plata (NpAg) obtenidas por sintesis verde formo peliculas
con atractivas propiedades mecanicas, con baja perme-
abilidad al vapor de agua y actividad antifungica contra el
hongo C. gloesporioides, asi como para un amplio rango de
microorganismos (Martinez-Molina et al., 2022). Raut-Rajesh
et al. (2009) mencionan que las nanoparticulas obtenidas
por sintesis verde, usando extractos acuosos de Gliricidia
sepium presentan ventajas contra la sintesis quimica, al ser
tecnologias més econdmicas y amigables con el ambiente.
A pesar de ello, el alginato extraido de S. fluitans adicionado
o no con NpAg obtenidas mediante sintesis verde atiin no ha
sido utilizado para el desarrollo de recubrimientos aplicados
a frutas.

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto del recubrimiento a base de alginato ex-
traido de S. fluitans adicionado con nanoparticulas de plata
(NpAg) sobre la vida en anaquel de papaya (Carica papaya L.)
var. Maradol.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Sargassum fluitans (Bergesen) Borgesen fue recolecta-
da en marzo de 2019 en la costa de Puerto Morelos, Quintana
Roo, México. El alga fue secada al sol durante dos dias, se
trituré a un tamano de particula < 3 mm y se almacené en
bolsas herméticas hasta su uso. Las hojas de G. sepium fueron
colectadas en el Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez
(México) en mayo 2021. Las hojas fueron secadas en sombra,
trituradas (< 0.8 mm) y preservadas en oscuridad en conge-
lacién hasta su uso. Los reactivos usados fueron de la marca
Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EU).

Extraccion de alginato de Sargassum fluitans y sintesis de
NpAg

El extracto de G. sepium fue obtenido utilizando 5 g
de hoja seca en polvo los cuales se mezclaron con 100 mL
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de agua destilada. La mezcla se calenté a ebullicion durante
5 min en agitacidon constante (100 rpm) segun lo reportado
por Rolim et al. (2019). El extracto se dejo enfriar, se filtro
con papel filtro Whatman No. 2 y finalmente se almacené en
frasco dmbar en refrigeracion hasta su uso para la sintesis de
las nanoparticulas.

El alginato fue extraido de Sargassum fluitans de
acuerdo al método propuesto por Martinez-Molina et al.
(2022). El alga fue digestada en Na,CO, al 3 % y filtrada al
vacio. Este filtrado fue decolorado agregando H,O, 3 % (1:1
p/v, g inicial de alga: mL H,O,) y mantenido en agitacién a
100 rpm por 20 min. Posteriormente, el filtrado decolorado
fue resuspendido en etanol (1:2 v/v) para la recuperacién
de las fibras de alginato insolubles en etanol, las cuales se
dejaron secar en estufa (60 °C, 24 h). Las NpAg se prepararon
mezclando el extracto acuoso de G. sepium (1:20 p/v) y
solucién metalica de AgNO, (10 mM) en relacion 1:4 (extracto
acuoso de G. sepium (v): solucion metdlica de AgNO, (v)).
La mezcla se mantuvo en agitacion a 100 rpm por 2 h a 60
°C en oscuridad. El cambio de color de amarillo claro a café
oscuro de la solucién fue un indicador de la sintesis de NpAg
(Martinez-Molina et al., 2022).

Formulacién de recubrimientos

Los recubrimientos fueron formulados con alginato de
Sargassum fluitans y nanoparticulas de plata de la siguiente
manera: soluciéon 1 conteniendo alginato al 249 % y la
soluciéon 2 conteniendo alginato al 2.49 % y 1.11 mg NpAg/
mL, enambas soluciones se agregé glicerol como plastificante
(0.33 g/g alginato). Estas concentraciones fueron elegidas de
acuerdo a estudios previos (Martinez-Molina et al., 2022).
Estas soluciones fueron mezcladas con un homogenizador
Ultra-Turrax (Ika Ultra-Turrax® T25 Basic, Carolina del Norte,
EU) a 13,000 rpm por 5 min segun lo reportado por Robles-
Flores et al. (2018). Para el grupo control se utilizé agua pura.
La viscosidad cinemética y densidad de las soluciones 1
(alginato al 2.49 %) y 2 (249 % y 1.11 mg NpAg/mL) fueron
determinadas con un viscosimetro (Cannon-Fenske) vy
densimetro a 40 °C.

Aplicacion de recubrimiento a papaya fresca

Las papayas (Carica papaya L. var. Maradol), sin ningun
tratamiento, fueron cosechadas en el rancho San Juan, ubi-
cado en el municipio de Acala, Chiapas, México (16°30°22"
latitud norte, 92°45°42" latitud oeste), propiedad de la
empresa AGROMOD S.A. de C.V. Las papayas seleccionadas
fueron las que tuvieron un peso entre 1y 1.5 kg, un grado
de madurez 3 con dos rayas amarillas en el epicarpio, de
acuerdo a la escala de Santamaria-Basulto (2009), sin dafio
mecanico visible, ni manchas en su superficie y sin infec-
ciones fungicas visibles. Las papayas fueron lavadas con agua
purificada y clasificadas al azar en tres grupos (A, By C) con
21 frutas cada uno. Una capa del recubrimiento fue aplicada
a cada papaya mediante la técnica de pincelado. El grupo A
fue recubierto con la solucién 1 (7.5 mL de solucién), el grupo
B fue recubierto con la solucién 2 (7.5 mL de solucién) y el
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grupo C fue recubierto con 7.5 mL de agua potable (grupo
control). Después de aplicar el recubrimiento, las papayas se
dejaron secar durante 1 h a 25 °Cy HR de 75 %. Las papa-
yas una vez secas se envolvieron hasta la mitad con papel
estraza y se colocaron en cajas de cartén con el pedinculo
hacia abajo durante 15 dias a 25 + 1 °Cy humedad relativa de
70-75 %. En cada monitoreo, tres papayas fueron retiradas de
cada grupo y los indices de maduracion de la papaya se mi-
dieronalos0,2,4,6,9,12y 15 dias. Es importante mencionar
que la aplicacién de mas de una capa de recubrimiento fue
también evaluada preliminarmente, sin embargo, los frutos
en donde el alginato con las nanoparticulas fue aplicado
presentaron una coloracién oscura perdiendo complemente
el color caracteristico de la papaya (datos no mostrados), por
lo que se aplicé una sola capa del recubrimiento. Ademas,
en ese estudio preliminar, un volumen de 7.5 mL de soluciéon
formadora de recubrimiento fue adecuada para cubrir a cada
papaya (datos no mostrados).

indices de maduracién de la papaya
Pérdida de peso y cambios en el color

La pérdida de peso de las papayas fue calculada como
el porcentaje de pérdida de peso del fruto en relacién con su
peso inicial (Barrera et al., 2015). Los cambios de color de la
papaya se determinaron en epicarpio analizando tres puntos
de referencia en el eje ecuatorial, y en mesocarpio, para lo
cual se hizo un corte longitudinal al fruto y se midi6 el color
en tres puntos (centro y extremos). Las mediciones se hicie-
ron con un colorimetro portatil (Konica minolta modelo CM-
2500d, Japon). Los resultados del color se reportaron como el
cambio de color (ADC*) calculado con la ecuacién 1, usando
los valores L*, a* y b* de la escala CIELab (Zhang et al., 2019).

ADC* = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (Eq. 1)
Con:
AL =L, — L%,

* ok
Aa" =a’ —ay,

Ab* = b% — b%,

Donde AL* representa el diferencial de luminosidad,
L* representa el valor de luminosidad cada dia de muestreo,
L, el valor de luminosidad al inicio del experimento; Aa*
es el diferencial del valor de a* (que va desde -a* en color
verde hasta +a* en color rojo), a*, es el valor de a* cada
dia de muestreo, a* representa el valor de a* al inicio del
experimento; y Ab* es el diferencial del valor de b* (que
va desde -b* en color azul hasta +b* en color amarillo),
b* representa el valor de b* cada dia de muestreo y b*
representa el valor de b* al inicio del experimento.

Determinacion de carotenoides en mesocarpio

Los carotenoides totales se determinaron usando
la metodologia de Carvalho et al. (2012) con ligeras mod-
ificaciones. La pulpa (15 g) se trituré con 3 g de célite 454
adicionando 25 mL de acetona hasta obtener una pasta. La
muestra se filtré al vacio y la extraccion se llevé a cabo tres
veces. El extracto fue transferido a un embudo de separacién
con 40 mL de hexano y se mantuvo en reposo durante 10 min
para lograr la separacion de las fases. El extracto hexanico se
transfirié a un matraz con 15 g de sulfato de sodio anhidro,
y finalmente, se determiné la absorbancia en espectrofo-
tdmetro (Beckman coulter modelo DU 730, EU) a 450 nm. El
contenido de carotenos fue calculado con la ecuacion 2.

ug) _ Ayso *V(mL) + 10* (Eq.2)

contenido de carotenoides (? = 2592+ P(g)

Donde es Absorbancia media a 450 nm; 10%es la cons-
tante de conversién de unidades pug/g; V es el volumen final
(mL); 2592 es el coeficiente de extincién molar de B-caroteno
en hexano y P(g) es el peso de la muestra en gramos.

Determinacion de la firmeza del mesocarpio

La firmeza del mesocarpio de la papaya se determiné
en cinco puntos equidistantes en un eje ecuatorial. Para esta
prueba se retir6 manualmente parte del epicarpio (2 mm de
profundidad) y se midié la firmeza en mesocarpio con un pe-
netrometro (Wagner FT 02, EU) con dos puntas de prueba: 2y
8 mm de didmetro de cilindro con 3 cm de longitud (Hamzah
et al., 2013). Los resultados fueron expresados como el pro-
medio de las cinco medidas de cada uno de los tres frutos.

Sélidos solubles totales, acidez titulable y pH del meso-
carpio de la papaya

El contenido de sélidos solubles totales (SST) se deter-
mind con el método del AOAC 932 (AOAC, 2000), el pH con
un potencidmetro y la acidez titulable (AT) con el método
AOAC 942.15 (AOAC, 2000).

Determinacion de dcido ascorbico

El contenido de acido ascérbico fue determinado
por el método de Zhang et al. (2019) con algunas modifica-
ciones. La pulpa (10 g) se trituré en 40 mL de 4cido oxalico
(2 %; p/v) y se filtro al vacio. El filtrado se aforé a 100 mL con
acido oxalico (2 %) y 10 mL de esta solucion fue valorada con
2,6-dicloro-fenol-indol (0.01 %; p/v). Los datos se expresaron
como mg de &cido ascorbico por cada 100 g de pulpa.

Determinacion de concentracion de plata en la pulpa de
papaya

La concentracion de plata migrada al mesocarpio
de la papaya fue determinada en los grupos Ay B a los 15
dias de almacenamiento usando espectroscopia de emision
atémica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES,
Perkin EImer, Nexlon 300 D, Shelton, EU). Para lo cual, 150 mg
de pulpa fueron digeridos con 5 mL de HNO, concentrado
y 2 mL de H,O, en microondas (240 °C, 800 psi, 10 min). La
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muestra digerida fue aforada a 25 mL usando HNO, 1 %.
Los resultados se expresaron como concentracion de plata
metalica (mg Ag/kg de pulpa).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar y
los resultados se analizaron mediante un ANOVA (p < 0.05)
utilizando el software Statgraphics Centurion XVI. La prueba
de Tukey se utilizd para evaluar la diferencia entre tratamien-
tos (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La viscosidad cinematica y densidad de las soluciones
1 (alginato al 249 %) y 2 (249 %y 1.11 mg NpAg/mL) a 40 °C
fueron de 38.5 + 1.2 y 37.3 + 1.0 cSt, respectivamente; mien-
tras que la densidad fue de 0.98 + 0.002 g/mL para ambas
soluciones. Estos valores muestran que el alginato promovié
el incremento de la viscosidad de la solucién con respecto
al agua, sin embargo, la adicién de nanoparticulas no reper-
cutio en dicho valor. Lo anterior es deseado para los fines
de tener un recubrimiento que sea facil de aplicar, que no
escurra al momento de ser aplicado y que se adhiera al fruto.

indices de maduracién de papaya
Pérdida de peso

La pérdida de peso es considerada como una de las
caracteristicas principales que determinan la vida util del
fruto, debido a que tienden a perder peso continuamente

durante la postcosecha. Los resultados de la pérdida de peso
de las papayas durante los 15 dias de almacenamiento son
presentados en la Tabla 1. En esta tabla se observa que la
pérdida de peso de las papayas incrementa con el tiempo
de almacenamiento, obteniendo un promedio de 13.68,
11.76 y 11.79 % de pérdida de peso en las papayas control,
con recubrimiento de alginato (2.49 % alginato) y con recu-
brimiento de alginato y nanoparticulas (2.49 % alginato y
1.11 mg NpAg/mL) respectivamente en los 15 dias de alma-
cenamiento, sin mostrar diferencia estadistica significativa (p
> 0.05) entre tratamientos en cada tiempo de monitoreo. La
pérdida de peso de la fruta se debe principalmente al proce-
so de transpiracién que esta determinado por el gradiente de
presidon de vapor de agua entre la fruta y el aire circundante
(Monzén-Ortega et al., 2018). Los resultados mostraron que
el recubrimiento a base de alginato con o sin nanoparticulas
no constituy6 una barrera a la pérdida de peso de la papaya
durante el almacenamiento. Este comportamiento puede
ser explicado debido a la naturaleza hidrofilica del alginato
y a la elevada permeabilidad al vapor de agua de peliculas
preformadas a base de alginato y NpAg segun lo reportado
por Martinez-Molina et al. (2022).

Color y contenido de carotenoides

El color es el principal determinante visual de la ma-
duracion de la papaya. En la Figura 1 se muestra el efecto
de los recubrimientos sobre la variacion de color (ADC*) del
epicarpio. Las papayas del tratamiento control presentan
mayor diferencial de color a partir del dia 2 de monitoreo, en

Tabla 1. Efecto de los recubrimientos A (2.49 % alginato), B (2.49 %y 1.11 mg NpAg/mL) y grupo
control (agua) sobre la pérdida de peso, sélidos solubles totales (SST), acidez titulable, pH, acido
ascorbico de papayas almacenadas a 25 °C durante 15 dias.

Table 1. Effect of A (2.49 % alginate), B (2.49 % and 1.11 mg NpAg/mL), and control (water)
coatings and control group on weight loss, total soluble solids (SST), titratable acidity, pH and
ascorbic acid content of papaya stored at 25 °C for 15 days.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Parametro Tratamiento
2 4 6 9 12 15
Control 0" 163 30° 469 7377 1017¢ 13.68°
Pérdida de . 5 ) : ) . )
peso (%) A 0 2090 338 525 7070 872 1176
B 0° 158 297° 446° 698 944  11.79
Control 76° 826 84 88 108 116 138
SST (°Brix) A 760 76 873 891° 913 1033 11.1°
B 76° 843 846° 85 833 9065 11.06°
Control  0.158 0.133* 0.112* 0.104* 0.105 0080 0.063"
ACidez a a a a b a a
. A 0.158" 0.131° 0.104* 0.102* 0.088> 0082 0.087
B 0.158" 0.128° 0.121° 0095 0.090° 0.085  0.093°
Control 55 577 56 670 65 6.4° 6.5°
pH A 58 56 577 65  62° 6.3° 6.3°
B 572 577 56 65 65 636  6.56°
Acido Control  3697° 3241° 2057° 2657 2387° 20.17° 1547
LR A 3697° 3583 2085 27.72* 26.86° 2458 2231

(mg AA/g

pulpa) B 3697" 33.69° 2885 27.86° 24.16° 2345 2302°

*Letras diferentes en la misma columna para cada parametro significa diferencia estadistica
significativa (p < 0.05) entre tratamientos en cada dia de monitoreo segun la prueba de Tukey.
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Figura 1. Efecto de los recubrimientos de A (2.49 % alginato), B (2.49 %y 1.11 mg NpAg/mL) y grupo control sobre ADC
en epicarpio de papayas almacenadas a 25 °C durante 15 dias. *Barras verticales muestran la desviacion estandar de
los promedios. Letras diferentes en cada tiempo indicaron que hay diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre

tratamientos segun la prueba de Tukey.

Figure 1. Effect of A (2.49 % alginate), B (2.49 % and 1.11 mg NpAg/mL), and control group coatings on ADC in papaya
epicarp stored at 25 °C for 15 days. *Vertical bars show the standard deviation of the means. Different letters each time
indicated a statistically significant difference (p < 0.05) between treatments according to Tukey s test.

comparacién con las papayas con recubrimiento (p < 0.05).
Asi también, se observa un mayor incremento del ADC*
de las papayas control a partir del dia 4, a diferencia de las
papayas de los tratamientos A y B, los cuales presentan in-
crementos menores. Lo anterior indica que el recubrimiento
provoca cambios de color menores del fruto durante el alma-
cenamiento, lo que podria relacionarse con una maduracion
prolongada. Resultados similares fueron reportados por
Zhangetal. (2019) en papayas recubiertas con quitosano. Por
su parte, Shen et al. (2019) reportaron, en las primeras etapas
de maduracion, que el epicarpio presenta un alto contenido
de clorofila, lo que le otorga la coloracion verde al fruto. Sin
embargo, el contenido de clorofila disminuye drasticamente
durante la maduracién degradandose por accién de la clo-
rofilasa, sintetizandose gradualmente licopeno y B-caroteno
dando lugar la formacién del color amarillo-anaranjado. A su
vez, el mesocarpio en papaya ha sido reportado por su alto
contenido de carotenoides en su madurez comercial, a esto
se debe la conocida coloracidn naranja en estos frutos.

En la Figura 2 se presentan los resultados de diferen-
cial de color (ADC¥*) del mesocarpio de las papayas durante el
almacenamiento. Las papayas sometidas a los tratamientos
Ay B presentan menor diferencial de color en comparacion
con los frutos control a partir del dia 2 (p < 0.05). De acuerdo a
Barreto et al. (2011), si la concentracién de etileno disminuye
en la atmosfera circundante del fruto, podria afectar la activi-
dad de las enzimas fitoeno sintasa (PSY) y fitoeno desaturasa
(PDS), dando como resultado una disminucién en la sintesis
de carotenoides, como ocurrié en los frutos recubiertos. Lo

anterior puede observarse en la Figura 3, en donde el conte-
nido de carotenoides totales en los frutos aumentoé durante
la maduracion, pero en los frutos recubiertos, el contenido
de carotenoides fue estadisticamente inferior a los frutos
control. Fabiy do Prado (2019) reportaron que la disminucion
de carotenoides, tanto en epicarpio como en mesocarpio,
puede ocurrir por la inhibicion de la PSY y de la PDS, enzimas
involucradas en la sintesis de carotenoides y activadas por el
etileno. Lo anterior es un indicativo de la disminucién de la
velocidad de maduracion de los frutos recubiertos.

Firmeza en mesocarpio

La firmeza del fruto es otro de los principales indica-
dores de calidad que influye en la eleccion del fruto. Uno
de los principales cambios drasticos en la maduracién del
fruto es el ablandamiento acelerado de la pulpa durante el
almacenamiento. Las papayas inicialmente presentaron una
firmeza promedio de 16 MPa (Figura 4), la cual se mantuvo
constante durante los primeros 6 dias de almacenamiento
independientemente del tratamiento. Sin embargo, al dia 9
la firmeza de las papayas control disminuyé hasta alcanzar
un valor de 5.6 MPa, valores estadisticamente inferiores (p <
0.05) a la de los frutos con recubrimientos los cuales presen-
taron una firmeza de 8.5 MPa y 9.4 MPa para el tratamiento
A'y B, respectivamente. Zhang et al. (2019) obtuvieron resul-
tados de firmeza superiores a los nuestros al dia 14 de mon-
itoreo (12 - 15 MPa) en recubrimientos a base de quitosano
y pululano aplicados a papaya, sin embargo, las papayas no
alcanzaron los valores de firmeza en madurez de consumo
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Figura 2. Efecto de los recubrimientos de A (2.49 % alginato), B (2.49%y 1.11 mg NpAg/mL) y grupo control sobre el ADC

del mesocarpio de papayas almacenadas a 25 °C durante 15 dias. *Barras verticales muestran la desviacion estandar de los
promedios. Letras diferentes en cada tiempo indicaron que hay diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre tratamientos
segun la prueba de Tukey.

Figure 2. Effect of A (2.49 % alginate), B (2.49 % and 1.11 mg NpAg/mL) and control group coatings on the ADC of papaya
mesocarp stored at 25 °C for 15 days. *Vertical bars show the standard deviation of the means. Different letters in each time
indicated a statistically significant difference (p < 0.05) between treatments ccording to Tukey s test.
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Figura 3. Efecto de los recubrimientos A (2.49 % alginato), B (2.49 %y 1.11 mg NpAg/mL) y grupo control sobre el contenido
de carotenoides totales (ug/g) de papayas almacenadas a 25 °C durante 15 dias. *Barras verticales muestran la desviacion
estandar de los promedios. Letras diferentes en cada tiempo indicaron que hay diferencia estadistica significativa (p < 0.05)
entre tratamientos segun la prueba de Tukey.

Figure 3. Effect of A (2.49 % alginate), B (2.49 % and 1.11 mg NpAg/mL) and control group coatings on the content of total
carotenoids (ug/g) of papayas stored at 25 °C for 15 days. *Vertical bars show the standard deviation of the means. Different
letters in each time indicated statistically significant difference (p < 0.05) between treatments ccording to Tukey’s test.
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Figura 4. Efecto de los recubrimientos A (2.49 % alginato), B (2.49 %y 1.11 mg NpAg/mL) y grupo control sobre la firmeza
de papayas almacenadas a 25 °C durante 15 dias. *Barras verticales muestran la desviacion estandar de los promedios. Letras
diferentes en cada tiempo indicaron que hay diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre tratamientos seguin la prueba de

Tukey.

Figure 4. Effect of A (2.49 % alginate), B (2.49 % and 1.11 mg NpAg/mL) and control group coatings on the firmness of papayas
stored at 25 °C for 15 days. *Vertical bars show the standard deviation of the means. Different letters in each time indicated
statistically significant difference (p < 0.05) between treatments according to Tukey's test.

propuesta por Santamaria-Basulto et al. (2009). Estos mismos
autores reportaron que las papayas en estado de madurez
comercial tienen una firmeza que oscila entre 7 - 4 MPa, sin
embargo, aquellas papayas que presentan una firmeza infe-
rior a 4 MPa ya se encuentran en un estado de senescencia.
Lo anterior sugiere que las papayas control en el presente
estudio entraron en estado de senescencia después del dia
9 de almacenamiento, mientras que las papayas recubiertas
(tratamiento A y B) se encontraron en su madurez de con-
sumo hasta el dia 15 de almacenamiento. El recubrimiento
entonces disminuyd probablemente la produccion de
etileno en las papayas, influyendo asi en la firmeza del fruto.
El ablandamiento de la pulpa del fruto es causado principal-
mente por la degradacion de la pared vegetal, la cual esta
compuesta por una matriz de microfibrillas de celulosa uni-
das entre si, por hemicelulosas y pectina (Carpita y Giberaut,
1993). Esta degradacion se da por accién de las pectinasas:
poligalacturonasas, pectato liasas, pectina metil esterasa, asi
como de hemicelulasa y celulasa (Fabi y do Prado, 2019). La
actividad de estas enzimas esta asociada a un incremento de
etileno durante la maduracién (Fabiy do Prado, 2019), lo que
sugiere la disminucién del etileno en las papayas recubiertas.

Solidos solubles totales en mesocarpio

La composicion primaria de azulcares solubles es cru-
cial e impacta fuertemente en el dulzor de la papaya. En la
Tabla 1 se presentan los resultados de SST reportados en °Brix
en donde se observa que el contenido de SST de las papayas
incrementé con el tiempo de almacenamiento. Lo anterior
es debido a que los polisacéridos de la papaya en estado de
madurez inicial 3 son hidrolizados a aztcares mas simples
incrementando los SST durante la maduracién. Sin embargo,

el contenido de SST en las papayas recubiertas (A y B) fue
estadisticamente menor que en las papayas de los tratamien-
tos control (p < 0.05) a partir del dia 9 de almacenamiento.
Esto indica que el recubrimiento probablemente disminuyd
la actividad de enzimas involucradas en la hidrélisis de poli-
sacéridos en el fruto. Zhou y Paull (2001) reportaron que en
el metabolismo de los azucares solubles en papaya influyen
diversos factores, principalmente intervienen tres enzimas:
la sacarosa fosfato sintasa, la sacarosa sintasa y la acido in-
vertasa. Estas enzimas ademas estan asociadas a un aumento
en la sintesis de etileno durante la maduracién (Gomez et
al., 1999). A su vez, Yang (1986) menciond que en la etapa
final de la ruta biosintética del etileno interviene la enzima
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC oxidasa), la
cual utiliza oxigeno para completar la reaccién, resultando
en etileno (C,H,), cianuro de hidrégeno (HCN) y biéxido de
carbono (CO,) como productos de la reacciéon. Por lo que es
probable que el recubrimiento a base de alginato, debido a
su estructura altamente polar (dada por los grupos carboxilos
e hidroxilos), formaron una barrera semipermeable al oxige-
no, interfiriendo en este paso final de la sintesis de etileno,
disminuyendo asi la expresién de enzimas dependientes de
la acumulacién de etileno en el fruto.

Acidez y pH en mesocarpio

El contenido de acidos orgdnicos en los frutos tiende
a disminuir durante el proceso de maduracién debido a la
oxidacion del 4cido citrico en el ciclo de los acidos tricarboxi-
licos, es por ello, que la disminucién de la acidez en los frutos
suele ser un indicador de madurez (Zhang et al., 2019). Sin
embargo, los frutos de papaya no se caracterizan por mostrar
altos contenidos de acidez en el fruto (Monzén-Ortega et al.,
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2018), llegando a obtener una acidez titulable inferior al 0.16
%. Como se puede observar en la tabla 1, en todos los trata-
mientos la acidez de las papayas oscilé entre 0.063 y 0.158 %
durante el almacenamiento.

El pH de la papaya incrementd con el tiempo de
almacenamiento (Tabla 1), lo cual esta relacionado con la
acidez titulable. Zhang et al. (2019) reportaron que el pH de
la papaya en madurez comercial debe ser cercano al neutro,
tal como los resultados obtenidos en el presente estudio,
cuyos valores oscilaron entre 6.3 y 6.7 a partir del dia 6 de
almacenamiento (Tabla 1), sin mostrar diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (p > 0.05).

Contenido de acido ascorbico en mesocarpio

El contenido de &cido ascorbico (AA) de las papayas
disminuy6 durante el almacenamiento (Tabla 1). Sin embar-
go, el contenido de 4cido ascérbico fue mayor en las papayas
recubiertas, presentando un contenido de acido ascérbico
de 15.47,22.31y 23.02 mg AA/g pulpa en el tratamiento con-
trol, A y B respectivamente, a los 15 d de almacenamiento.
El contenido de acido ascdrbico en fruto estd asociado con
una funcién protectora, neutralizando las especies reactivas
al oxigeno que son generadas durante la maduracién (Ozkan
y Cemeroglu, 2004). Resende et al. (2012) reportaron que
especies reactivas al oxigeno como el anién superoéxido y
peréxidos aumentan en el fruto durante la senescencia lo
que se relaciona con una disminucién de acido ascérbico en
las papayas control durante los ultimos dias de monitoreo.
Por lo anterior, los recubrimientos retrasaron la senescencia
en los frutos recubiertos y con ello lograron mantener mayor
concentracion de acido ascorbico. Aunado a lo anterior, Pan-
dey y Singh (1999) reportaron que la disminucién de acido
ascorbico durante la maduracion se atribuye a la oxidacion
del acido ascérbico por el enzima acido ascérbico oxidasa,
por lo que una disminucién de la transferencia de oxigeno
provocado por los recubrimientos mantuvo mayor conteni-
do de acido ascérbico.

Concentracion de plata en la pulpa de papaya

Los resultados mostraron que la plata migré del
recubrimiento con alginato y nanoparticulas de plata hacia
el mesocarpio del fruto con un valor promedio de 0.373 +
0.13 mg Ag/kg pulpa. Estos resultados son semejantes a los
reportados por Pezzuto et al. (2015) quienes reportaron la
migracién de plata (0.103 mg/kg) de peliculas preformadas
sintéticas a queso durante 24 d de almacenamiento. Diversos
autores han reportado la toxicidad de la plata en forma de
sal de plata y de nanoparticulas de plata, sin embargo, en
materia de regulacion mundial aun hay controversia. Por
ejemplo, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, 2016) realizé una re-evaluacion de la seguridad sobre
el uso de la plata (colorante E 174) como aditivo alimentario.
Estas autoridades reportaron que la informacién disponible
era insuficiente para evaluar la inocuidad de E 174 como
aditivo alimentario. Sin embargo, estos concluyeron que no
existe ningun problema de seguridad para el consumidor si
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la migracion del ion plata no supera el limite de migracion
especifica de 0.05 mg Ag/kg de alimento. Por lo anterior, el
valor reportado en este trabajo es elevado por lo que es nece-
sario disminuir la concentracién de plata en el recubrimiento
para evitar la migracion de plata en niveles que superen estas
recomendaciones. Es importante remarcar que, aunque el
uso del recubrimiento adicionado con nanoparticulas es
controversial, los resultados en este trabajo mostraron que el
uso de alginato extraido de Sargassum fluitans (sin la adicion
de nanoparticulas de plata) como recubrimiento fue sufici-
ente para prolongar la vida util de la papaya a temperatura
de 25 °C.

CONCLUSIONES

Los recubrimientos de alginato de sodio extraido de
Sargassum fluitans adicionado o no con NpAg, retardaron al
menos 6 dias la maduracién de la papaya almacenada a 25 °C
y 75 % HR, manteniendo valores 6ptimos de firmeza, color,
SST y acido ascérbico durante 15 dias de almacenamiento
con respecto a las papayas control. Las papayas recubiertas
con alginato y nanoparticulas de plata presentaron concen-
traciones de plata superiores a la normatividad europea,
por lo que se debe disminuir la concentracién de plata en
el recubrimiento. Sin embargo, los resultados demostraron
que la aplicacién de un recubrimiento a base Unicamente de
alginato prolongé la vida en anaquel de la papaya a tempera-
turas inferiores a 25 °C, por lo que estos resultados tienen una
aplicacién industrial.
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