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ABSTRACT

Some reports state that different structures of M.
grandiflora contain bioactive components. Nonetheless,
phytochemical studies reported that the extracted essential
oils are chemically different and remarkably variable in their
qualitative and quantitative compositions. Further studies
on the Mexican M. grandiflora needs to be done. Thus, the
research aimed to characterize a) the chemical composition,
b) the antioxidant activity and c) cytotoxicity effect of two M.
grandiflora flower extracts. The chemical composition was
evaluated by phytochemical test followed by thin layer chro-
matography, UV-Vis and FTIR spectrophotometer analysis.
The antioxidant activity of the flower extracts was measured
by the free radical-scavenging activity (ABTS) and the stable
radical of 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) methods,
and the cytotoxicity by an Artemia salina bioassay. Water and
ethyl flower extracts showed the presence of organic chro-
mophores such as flavonoids. Both extracts (ethyl and water)
demonstrated antioxidant activity by both ABTS (459.6 + 8.5
and 274.2 +£ 5.7 umol TE/g, respectively) and DPPH (3210.4 +
2.5 and 219.7 + 0.9 umol TE/qg, respectively) methodologies,
and non-cytotoxic activity (LC,, pg/mL) (1285 + 14and 1116
+ 15, respectively). The water and ethyl extracts of M. gran-
diflora flowers found in southeast Mexico are a promissory
source of chemical compounds with attributed biological
activity according to the presented results.
Key words: Bioactive compounds; Biological activity; Medi-
cinal plants.

RESUMEN

Algunos estudios afirman que diferentes estructuras
de M. grandiflora contienen componentes bioactivos.
No obstante, los estudios fitoquimicos indican que los
aceites esenciales extraidos son quimicamente diferentes y
notablemente variables en sus composiciones cualitativas
y cuantitativas. Es necesario realizar mas estudios sobre M.
grandiflora cultivada en México. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue caracterizar a) la composiciéon quimica,
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b) la actividad antioxidante y c) el efecto citotoxico de
dos extractos de flores de M. grandiflora. La composicion
quimica se evalu6 mediante una prueba fitoquimica
preliminar seguida de cromatografia en capa fina y andlisis
espectrofotométrico mediante UV-Vis y FTIR. La actividad
antioxidante de los extractos de flores se midié por el
método de la actividad reductora de radicales libres (ABTS)
y el método de radicales estables de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) y la citotoxicidad por un bioensayo de
Artemia salina. Los extractos acuoso y etilico de flores
mostraron la presencia de cromdéforos organicos como los
flavonoides. Ambos extractos (etilico y acuoso) demostraron
actividad antioxidante tanto por ABTS (459.6 + 8.5y 274.2 +
5.7 umol TE/g, respectivamente) y DPPH (3210.4 + 2.5y 219.7
+ 0.9 umol TE/g, respectivamente); y actividad no citotéxica
(CL50, ug/mL) (1285 £ 14y 1116 £ 15, respectivamente). Los
extractos acuosos y etilicos de las flores de M. grandifiora
encontradas en el sureste de México son una fuente
promisoria de compuestos quimicos con actividad bioldgica
atribuida por los resultados presentados.

Palabras clave: Actividad bioldgica; Compuestos bioactivos;
Plantas medicinales

INTRODUCTION

The family Magnoliaceae consists of 12 genera with
approximately 210 flowering plant species (Morshedlo et al.,
2017). Magnolia grandiflora is a genus distributed in tropi-
cal-subtropical regions on America and Asia as ornamental
trees, with economic importance as a source of aromatic
large cup-shaped flowers (Lee et al., 2011; Farag and Al-Man-
dy, 2013). It has been used in American, Asian and Indian
traditional medicine for centuries with attributed properties
such as anxiety, nervous disturbance and pain controller, as
well as antiseptic agent, diaphoretic, anti-inflammatory, anti-
septic, and stimulant agent (Latif et al., 2017; Ma et al., 2020).
In Mexican traditional medicine it has been used as treatment
against epilepsy, spams, inflammatory and infertility diseases
(Dominguez-Yescas and Vazquez-Garcia, 2019).
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Many reports state that different plant structures
of M. grandiflora contain active compounds such as ses-
quiterpenoides (Hong et al, 2007), coumarins (Hussein
and El-Anssary, 2019), phenylpropanoids (Cao et al., 2021),
lignans (Schihly et al., 2009), glycosides (Wang et al., 2019),
alkaloids (Cho et al., 2022), among others (Lim, 2014). These
compounds have demonstrated biological activities such as
antitumor (Chilampalli et al., 2011), antimicrobial (Chang et
al., 1998), anti-inflammatory (Kim and Cho, 2008), anti-tyros-
inase (Huang et al., 2012), anti-allergic (Niitsuma et al., 2001),
cardioprotective (Ho and Hong, 2012) and antiviral (Lan et al.,
2012) activities. Moreover, in the cosmetic industry, M. gran-
diflora is used because of its anti-inflammatory and anti-acne
activities exerted by its biphenols magnolol and honokiol
active compounds (Mukherjee et al., 2011).

Flowers of M. grandiflora are an important source of
essential oils which are extracted with aqueous and alcoholic
based techniques (Davé et al., 2012). These volatile floral sub-
stances are mainly monoterpenoids, sesquiterpenoids and
phenylpropanoids formed by the mevalonato-methyl eryth-
ritol phosphate (MEP) and shikimate pathways (Averesch
and Krémer, 2018). The most common reported chemical
constituents in M. grandiflora flowers are (-elemene, ger-
macrene, bicyclogermacrene, D, B-elemene, (E)- B-ocimene,
B-Caryophyllene, cyclocolorenone and geraniol (Baez et al.,
2012; Davé et al.,, 2012; Lim, 2014; Morshedloo et al., 2017).
The antioxidant capacity exerted by many of these com-
pounds was effective against cancerous cell proliferation
without cytoxiticy (Li et al., 2009; Farag and Al-Mahdy, 2013;
Raut and Karuppayil, 2014).

Nonetheless, phytochemical studies reported that the
extracted essential oils are chemically different and remark-
ably variable in their qualitative and quantitative composi-
tions (Morshedloo et al., 2017) due to methods of extraction,
environmental conditions, developmental stages of flowers
and genetic factors (Lim, 2014). Moreover, further studies
regarding chemical compositions, antioxidant capacity and
cytotoxicity of Mexican M. grandiflora flowers to evaluate its
potential applications are necessary (Sanchez-Recillas et al.,
2014;Vazquez-Garcia et al., 2015). Hence, the objective of the
present study was to characterize a) the chemical composi-
tion, b) the antioxidant activity and c) cytotoxicity effect of
two M. grandiflora flower extracts.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and chemicals

Flowers of M. grandiflora were collected during a rain
period on June 2018 from cultivated trees in the Orizaba,
Veracruz Faculty of Chemical Sciences at Universidad
Veracruzana. The collected flowers were located on
tomentose pedicels, erect, solitary, large, up to 20 cm in
diameter. They had 6-12 white petals, narrowed at the base,
and three sepals with a petaloid appearance, as well as both
reproductive organs in the same flower. Guidelines on Good
Agricultural and Harvesting Practices (GAP) for medicinal
plants were followed (WHO, 2003). All the chemicals and
solvents were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
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Plant extracts preparations

The M. grandifiora flowers were washed and then
air-dried. The plant material was homogenized in a mortar
and then sieved using a 3.2 mm sieve. In order to obtain 2 %
(m/v) aqueous and ethyl extracts, 2 g of plant material were
mixed with 100 mL of double distilled water (DDW) or 100
mL of ethyl alcohol (96 %), respectively. The aqueous extract
was heated to boil for 10 min, filtered with qualitative filter
paper disks (Munktell, grade 388), and then concentrated
by lyiophilization for a week (lyophilizer, LABCONCO). The
ethyl extract was hot continuous percolated over 72 h using
Soxhlet apparatus, filtered with qualitative filter paper disks,
and then concentrated under reduced pressure in a rotary
evaporator (Buchi, RE111). The flower plant extracts were
stored in amber flasks at 4 °C until use.

Preliminary phytochemistry of plant extracts

The preliminary phytochemical properties of the
flower extracts were examined for the presence of alkaloids
(Dragandroff's reagent, Wagner’s reagent and Sonneschain’s
reagent) flavonoids (Shinoda test and Zinc-Hydrochloride
test), glycosides (Legal test, H,SO, test and Borntrager's test),
saponins (Froth forming test), tannins (FeCI3 test, Vanilin-Hy-
drocloride test and alkaline test) and triterpenoids (Liberman
test, Salkowsky test and Noller test), as described by Okeulu
and Chinwe (2001). All tests were performed in triplicate.

Qualitative analysis by thin layer chromatography

Thin layer chromatography (TLC) on analytical plates
over 10 cm x 20 cm silica gel 60 (Art. 1.05641) was performed
in order to separate the plant extracts metabolites. Different
solvent systems with different polarities were prepared and
TLC studies performed to select the solvent system for a bet-
ter resolution. The methodology was performed as follows: 1)
Flower extracts solutions were applied on 6 mm bands, 5 mm
from the bottom, 12 mm from the left edge, 4 mm apart by
means of Linomat IV (Camag) on pre-coated (0.25 mm layer,
Merck) TLC plates by using capillary tubes, 2) TLC was develo-
ped in a crystal chamber using hexane-Ethyl acetate (5:5 and
2:8), 3) TLC plates were dried with Camag TLC plate heater
at 110 °C for 20 min, and observed under ultra violet light at
254 and 365 nm respectively, 4) Then, they were sprayed with
iodine and vanillin solutions as spraying reagents, 5) Finally,
the development of color in separated bands was analyzed
and expressed by its retention factor (Rf) with the formula:

_ Distance travel by solute (M

" Distance travel by solvent

UV-VIS and FTIR spectroscopic analysis

Flower extracts were examined under visible and UV
light for proximate analysis. For UV-VIS and FTIR spectropho-
tometer analysis (Karpagasundari and Kulothungan, 2014),
the flower plant was centrifuged at 3000 rpm for 10 min
and filtered through Whatman No. 1 filter paper with a high-
pressure vacuum pump. The sample was diluted 1:4 with
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the aqueous and methanol solvents respectively. The flower
extracts were scanned within a wavelength range of 200-800
nm using a CARY 50 VARIAN (Amsterdam, The Netherlands)
and the characteristic peaks were detected. The peak values
from the UV-VIS and FTIR were recorded and the analysis
repeated twice for the spectrum confirmation.

In vitro antioxidant activity

The flower extracts of M. grandiflora were tested for
in vitro antioxidant activity by the standard methods. The
total phenols content was quantified by the Folin-Ciocalteu
method (Singleton and Rossi, 1965). An aliquot (0.5 mL) of
each diluted polar extract was mixed with deionized water
(35 mL) and 2.5 mL of Folin-Ciocalteu reagent; after 3 min of
incubation, a sodium carbonate solution (20 % in water) (5
mL) was added. The solution was incubated at 70 °C for 20
min and then adjusted to 50 mL with deionized water. The
UV-VIS absorbance was read at 750 nm (CARY 50 VARIAN;
Amsterdam, The Netherlands). The results were expressed as
mg gallic acid equivalent per gram of dry weight (mg GAE/g
DW). For calibration curve, gallic acid concentrations were
used between 0.05 - 0.5 mg/mL (R*=0.99).

The method described by Medda et al. (2021) with
some modifications was used to quantify the ABTS radical
scavenging activity. The ABTS* cation radical was produced
by mixing ABTS stock solution (7 mM in water) and 2.45 mm
potassium persulfate at a 1:0.5 ratio respectively, and stored
in the dark at room temperature for at least 16 h before use.
The ABTS radical was diluted with water until an absorbance
at 734 nm reached a 0.7 value. The ABTS solution was pre-
pared fresh before each analysis. Each flower extract (7.5 pL)
was mixed with 1000 pL of ABTS diluted. The reaction mix
was incubated for 30 min in the dark at room temperature
and the absorbance was immediately read at 734 nm using
a CARY 50 Scan UV143 Vis VARIAN spectrophotometer (Am-
sterdam, The Netherlands). The calibration curve was prepa-
red using a range of 0 -4 mM (R?= 0.98) of Trolox reagent. The
radical scavenging activity was estimated by the decrease of
absorbance and expressed as the Trolox equivalent (TEAC)
ABTS per mL of essential oil or component as follows:

o (Cabs — Sabs) (2)
% of ABTS inhibition = ————— = x 100
Cabs

Where C,.is the control absorbance at t = 0 (contai-
ning all reagents except the test compound), and S, is the
sample absorbance of the test compound after 30 min. The
results were expressed in umol TE/g extract. All determina-
tions were performed in triplicate. Antioxidant activity was
expressed as IC,, defined as the concentration of the test
material required to cause a 50 % decrease in initial ABTS
concentration.

The antioxidant activity of the flower extracts was
also measured by the stable radical of 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) method (Brand-Williams et al., 1995). DPPH
radical solution (100 uM) in 80 % (v/v) aqueous methanol

was prepared. Test samples were prepared by mixing each
flower extract (10 uL) and DPPH solution (190 pL), mixed,
and then incubating in the dark at 37 °C for 20 min. All tests
were performed in triplicate, with vitamin E as a positive
control. The absorbance values were measured at 517 nm
against a methanol blank (CARY 50 Scan Uv143 Vis VARIAN;
Amsterdam, The Netherlands). Trolox was used as a standard
for calibration curve (range between 6 - 21 uM; R2=0.97).The
% of inhibition was calculated with the formula:

Cabs — S, 3
% of DPPH inhibition = (Cabs = Sabs) 4 )

Cabs

Where C,.is the control absorbance at t = 0 (contai-
ning all reagents except the test compound), and S, is the
sample absorbance of the test compound after 20 min. The
results were expressed in pmol Trolox equivalent for g extract
(umol TE/g extract). Antioxidant activity was expressed as
IC,, defined as the concentration of the test material requi-
red to cause a 50 % decrease in initial DPPH concentration.

Cytotoxicity bioassay

For determining the cytotoxicity of flower extracts, a
brine shrimp (Artemia salina) lethality bioassay was carried
out (Krishnaraju et al., 2005). Brine shrimp were hatched using
brine shrimp eggs in a conical flask (1 L) with sterile seawater
(38 g/L, pH 8.5 adjusted with Na2C03) with aeration. After 24
h, 15 mL of yeast solution 0.06 % was added to the conical
flask as larvae feeding; 48 h after the egg’s incubation, active
nauplii free from eggshells were collected, counted and pla-
ced in each vial containing 4.5 mL of brine solution. After 24
h of exposure to different concentrations (1 - 5,000 ug/mL)
of the flower plant extracts (in triplicate per dose), surviving
larvae were counted. The lethality (%) was determined by
comparing the mean surviving nauplii and control tubes.
The LC, values were obtained from the best-fit line plotted
concentration vs percentage lethality. Potassium dichromate
(K,Cr,0,) was used as positive control in the bioassay. Sterile
seawater was used as negative control.

Data treatment and statistical analysis

Data are expressed as the means of three biological
replicates. Results of phenolic compounds, ABTS* and cyto-
toxicity determinations are expressed as the means and
standard deviations of three replicates. When needed, results
were compared using an analysis of variance (ANOVA) with
STATISTICA software (StatSoft 10.0; Tulsa, Ok, USA). Signifi-
cant difference Fisher test (p < 0.05) was used to compare
means.

RESULTS AND DISCUSSION
Preliminary phytochemistry of flower extracts

In the preliminary phytochemical analysis of the
flower extracts, the presence of alkaloids, flavonoids, tannins,
glycosides, coumarins, quinones, sesquiterpene lactones,
saponins, and triterpenoids were examined (Table 1). The re-
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Table 1. Phytochemical tests to determine metabolites from water and
ethyl extracts.

Tabla 1. Ensayos fitoquimicos para determinar metabolitos a partir extrac-
tos acuosos y etilicos.

Metabolites Test Water Ethyl extract
extract
Dragandroff - -
Alkaloids Wagner + +
Sonneschain - -
Shinoda - -
Flavonoids
Zinc-Hydrochloride + ++
FeCl, ++ +++
Tannins Vanilin-Hydrocloride - -
Alkaline - -
Borntrager - -
Glycosides Legal - -
Baljet - -
Erlich - -
Coumarins NH,OH - -
NaOH - -
NaOH - -
Quinones
H,SO, - -
Sesquiterpene Lactones ) )
lactones
Saponins Saponins + +
Liberman - -
Triterpenoids
Salkowsky - +++

*The preliminary results of secondary metabolites recognition are expres-
sed with the symbols (+) and (-), where (+ + +) indicates a fairly marked
presence of the reaction and (-) indicates the absence of the metabolite.

sults of the preliminary phytochemical tests were compared
in both extracts, differing only in two metabolites. Flavonoids
and triterpenoids test showed marked presence on the ethyl
extract. Positive results were obtained in the alkaloid reaction
using Wagner’s reagent for both samples. Serna-Gonzalez
and Guzman-Vazquez (2010) stated that alkaloids from Mag-
noliaceae family have relaxing properties. Meanwhile, the
reaction for flavonoids and tannins indicates the presence
of phenolic compounds which confirms a great variety of
biological properties, such as antitoxic, antitumor, antiviral,
antimicrobial, anti-inflammatory, antibacterial, antiallergic,
fungicidal and insecticidal, among others (Tungmunnithum
etal., 2018).

Positive results were obtained for saponins, presen-
ting a moderate content of this metabolite, which has not
been reported in studies previously carried out with M.
grandiflora. As it is known, in the literature saponins may be
associated with numerous biological activities that include
anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, and antiviral
(Troisi et al., 2014). Although the presence in M. grandiflora is
moderate, it could have an influence on its anti-inflammatory
and antibacterial effects.

L
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Triterpenoids test with the Salkowski reagent fairly
marked positive (+++) with the ethyl extract. Triterpenes
are from the family of terpenes, and there are previously
reported sesquiterpenoids and triterpenes in M. grandiflora
(Del Valle et al., 2004). This metabolite was only found in the
alcoholic extract, which may indicate that has a higher af-
finity for alcohol. The previous situation also occurred when
performing the glycosides test, giving only positive for the
aqueous extract with the Baljet reaction, but negative results
were obtained with the alcoholic extract. Glycosides have
been used to treat congestive heart failure (Avalos-Garcia and
Pérez-Urria, 2009). This result is related with the study carried
out by Del Valle et al. (2004) entitled “Studies of M. grandiflora
extracts on guinea pig heart muscle’, which mentions that
the crude extracts of leaves and petals of M. grandiflora have
a positive inotropic effect for the heart, as well as a coronary
vasodilation. According to this, in several regions of Mexico,
M. grandiflora is known for its effect on diseases of the heart,
which is one of his greatest recognitions in herbal medicine.

Qualitative analysis by thin layer chromatography

Thin-layer chromatography was performed in order
to obtain a separation of metabolites present in the flower
extracts of M. grandiflora. Hexane: Ethyl acetate was used
as the mobile phase, at different concentrations (5:5 and
2:8). Each separate analyte was marked and the distance
traveled by each one was measured to calculate its Rf. The
values obtained from both extracts are shown in Table 2. The
preliminary results of the RF at the 5:5 dilution indicate the
possible presence of one isolated analyte, and at the 2:8 di-
lution the presence of two isolated analytes in both extracts
is shown, corroborated with the three repetitions performed,
since there is not much difference between their Rf. These 3
different metabolites are due to the fact that the dilutions are
of different polarity. The 2:8 dilutions are more polar than the
5:5 dilutions. Thus, we can observe the separation of more
analytes. The more retained analytes near the origin tend to
be of higher polarity since they are fixedly adsorbed to the
active centers of the stationary phase, in this case silica gel,
whereas the nonpolar ones will elute more easily (Sherma
and Fried, 2003). The advantage of thin-layer chromatogra-
phy as a preliminary analysis technique for extracts should
be highlighted, since it gives us an idea of their composition
(Quetal., 2018).

UV-VIS and FTIR spectroscopic analysis

The UV-VIS analysis was performed to identify phyto-
constituents present in ethyl and water extracts of M. gran-
diflora. The mentioned analysis was performed to identify
the chemical compounds that contains o-bonds, m-bonds
and lone pair of electrons, chromophores and aromatic rings.
The qualitative UV-VIS profile of both M. grandiflora extracts
were determined between the wavelengths of 200 nm and
800 nm, in order to obtain a proper baseline and due to the
peaks and sharpness. The performed analysis of ethyl extract
showed peaks at 260 nm and 360 nm respectively (Figure 1a).
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Table 2. Qualitative analysis by thin layer chromatography results of the Rf
obtained both solutions.

Tabla 2. Analisis cualitativo por cromatografia en capa fina de los resulta-
dos de la Rf obtenida de ambas soluciones.

2:8 Dilution
Distance (cm) Rf*
Al 1.5 0.254
A2 1.7 0.309
kS
£ A3 1.7 0.309
x
(7]
=N
= B1 4 0.678
w
B2 4.7 0.855
B3 48 0.873
Al 14 0.237
A2 1.7 0.309
=
= A3 1.9 0.345
x
(7]
2 B1 4.1 0.695
=
B2 4.8 0.873
B3 4.8 0.873
5:5 Dilution
Distance (cm) Rf
- Al 24 0.421
g
%
o A2 4.1 0.745
>
=
fin]
A3 4.1 0.745
- Al 3.2 0.582
v
©
%
o A2 39 0.709
(7]
£
A3 3.9 0.709

*The retention factor (RF) is the result of (a) the distance of flower extract
divided by (b) the distance of the eluent over the thin layer chromatogra-

phy.
* El factor de retencion (RF) es el resultado de (a) la distancia del extracto

floral dividida por (b) la distancia del eluyente sobre la cromatografia en
capa fina.

While the performed analysis of water extract showed peaks
at 240 nm, 260 nm and 360 nm respectively (Figure 1b). The
absorption spectrum of the M. grandiflora flower extract
from the 400 nm to 800 nm region was not detectable.

In this analysis the peaks of absorbance at 200 to 400
nm are correlated to the presence of unsaturated groups and
heteroatoms such as O, S, N (Njoku et al., 2013). In both ex-
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Figure 1. UV-VIS wavelength absorbance analysis of M. grandiflora flower
extracts. a) ethyl extract; b) water extract.

Figura 1. Analisis de absorbancia de longitud de onda UV-VIS de extractos
de flores de M. grandifiora. a) extracto de etilico; b) extracto acuoso.

tracts, the spectrum shows many peaks from 300 nm to 400
nm which confirms the presence of organic chromophores
within the M. grandiflora flower extracts. Nonetheless, the
UV-VIS analysis has some limitations by the inherent difficul-
ties to record the peaks to any particular constituents in the
system. The UV-VIS results should be complemented with
any other analytical technique such as FTIR and GC/MS tech-
niques to a proper extract characterization and constituent
identification (Karpagasundari and Kulothungan, 2014).

The FTIR spectrum was performed to identify the
functional group of the active components based on the
peak absorbance detected at the infrared radiation. The
FTIR spectrum of the M. grandiflora flower extracts in the
form of wave numbers (cm™) are shown in table 3. The wave
absorption numbers at 3,348.22 and 3,428.32 are due to the
stretching hydroxyl groups (Pramila et al., 2012). The band at
2,930.02 is due to symmetric stretching of saturated (sp?) car-
bon (Karpagasundari and Kulothungan, 2014). The bands at
1,579.98 and 1,629.78 are assigned to the bending mode of
absorbed water, since plant extracts even ethyl extracts are
known to have a strong affinity for water (Oliveira et al., 2016).
The bands at 1,550.02 and 1,540.02 are due to C=C stretching
related to the aromatic structure of both extracts (Al-Shareefi
etal., 2019). The vibrational absorption band at 1,402.22 was
related to rocking of methyl group (Ashokkumar et al., 2014).
A band at 1,253.97 was related to C-O stretching (Oliveira et
al.,, 2016). The bands at 577.97 and 587.97 were due to the
aromatic ring out of plane bending (Carballo et al., 2008).

Volumen XXV, Nimero 1
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Table 3. Structural features of M. grandiflora flower extracts by FTIR.
Tabla 3. Caracteristicas de la estructura de extractos de flores de M. grandi-
flora por FTIR.

Ethyl extract Wave numbers (cm™) Assignments

3,348.22 -OH stretch
1,579.98 Alkene C=C
1,550.02 C=C stretching
577.97 Aromatic ring
Water extract
3,428.32 -OH stretch
2,930.02 C-H stretch
1,629.78 Alkene C=C
1,540.02 C=C stretching
1,402.22 C-H bending
1,253.97 C-O stretch
587.97 Aromatic ring

In vitro antioxidant activity

Extracts of aromatic plants are known to have anti-
oxidant properties, thus this offers the possibility of being
used as natural preservatives for food and cosmetics (Bendif
et al, 2017). In the present study, the antioxidant activity
of M. grandiflora flower extracts was investigated (Table
4). In general, the antioxidant activity of plant extracts is
primarily due to phenolic compounds and, in M. grandiflora
flower extracts, the presence of different groups of phe-
nolic compounds such as phenolic acids, flavonoids, and
diterpenoids, are responsible for the observed antioxidant
properties (Elansary et al., 2019). The total phenolic content
(TPC) (expressed as gallic acid equivalents) is often used as
an approximately measurement of the antioxidant power of
a plant extract (Wu et al., 2018). The TPC values reported for
both M. grandifiora flower extracts, which were determined
by the Folin-Ciocalteu assay, are also reported in table 4.
From the obtained data, slight differences in TPC values can
be observed between water and ethyl extracts, with the for-
mer exhibiting the highest TPC. These results are consistent
with the concentrations of the major chemical compounds
showed in table 1.

The flower extracts showed moderate antioxidant
activity as reported in all the assays where Trolox was used
as reference. The greater antioxidant activity observed in
ethyl M. grandiflora flower extracts could be attributed to
their phytochemical properties (Tables 1-3) and/or to their
synergistic effects (Garza et al., 2019). Elansary et al. (2019),
also concluded that Magnolia acuminata had the highest
antioxidant activity in comparison with other plant extracts;
which was attributed to phytochemicals such as catechin
and catechin derivatives.

The antioxidant activity of the flower extracts was
measured by the ABTS and DPPH methods. The relatively
stable nitrogen-centered free radical DPPH is ubiquitously
used to measure the scavenging ability of different phyto-
chemicals, extracts or essential oils and their antioxidant
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Table 4. Antioxidant activity of M. grandiflora ethyl and water flower
extracts.

Tabla 4. Actividad antioxidante de extractos etilicos y acuosos de flores de
M. grandiflora.

Extracts  Polyphe- ABTS DPPH
nols TEAC 1C50° TEAC’ IC50*
(mgdt‘iui)\Elg (umol TE/g) (ug/mL) (umoITE/g)  (ug/mL)
Ethyl 468+32% 4596+85 394+15° 32104+25 545+1.1°
Water 343+13° 2742+57° 51.8+0.9° 219.7+09° 633+04°
Control 3.8+ 0.4 3.02+0.2¢

"TEAC: Trolox equivalent (TE) antioxidant concentration.

*1C,: The concentration giving a reduction of 50 %.

*Each value is the mean of three replicates + Standard deviation. Different
letters mean significant difference (Fisher, p < 0.05).

"TEAC: Concentracion antioxidante de Equivalentes Trolox (TE).

*1C,,: La concentracion necesaria para reducir el 50 %.

*Cada valor es la media de tres repeticiones + Desviacion estandar. Letras
diferentes significan diferencia significativa (Fisher, p <0 .05).

effects on DPPH radical depend on their hydrogen donating
ability (Dastmalchi et al., 2007). The water extract of M. gran-
diflora flowers reduced the concentration of DPPH by 72.09
+ 6 % with and efficacy higher than that of the ethanolic
extract (63.5 £ 7 %). Vitamin E, included as positive control
in the assay, showed the greatest ability to scavenge the
DPPH free radical (88 + 8 %) at the same test concentrations
of 5 mg/mL. As previously mentioned, both flower M. gran-
diflora extracts have mainly components such as terpenes
and phenolic compounds, and it can be assumed that these
are responsible for the high percentage of ABTS and DPPH
inhibition (Yoon, 2014). Moreover, flower extracts from other
Magnoliaceae species have chemical antioxidant compound
such as honokiol and magnolol (Yang et al., 2018).

Cytotoxicity bioassay

A brine shrimp (Artemia salina) lethality bioassay was
carried out to determine the cytotoxicity of flower extracts.
Table 5 shows the LC, of the flower M. grandiflora extracts.
Both, water and ethyl extracts, did not show toxicity with
LC,, higher than 1,000 ug/mL, unlike control, as expected,
considered as cytotoxic due to a LC,  lower than 100 ug/mL
(Yadav and Mohite, 2020). There is information about cyto-

Table 5. Cytotoxicity test by lethality brine shrimp (Artemia salina) bioassay.
Tabla 5. Prueba de citotoxicidad por bioensayo de letalidad en camarones
en salmuera (Artemia salina).

Flower plant extract LC,, (ng/mL)
Water extract 1,116 £ 15
Ethyl extract 1,285+ 142
Control (+) 103 +1.7¢
Negative (-) 0

LC,: Lethal concentration to kill 50 % of brine shrimp. LC, < 100 pg/mL
means toxicity level. *Each value is the mean of three replicates + Standard
deviation. Different letters mean significant difference (Fisher, p < 0.05).

DL, Concentracion letal para matar el 50 % de las artemias. DL, < 100
pg mL7 significa un nivel de toxicidad. *Cada valor es la media de tres
repeticiones + Desviacidn estandar. Letras diferentes significan diferencia
significativa (Fisher, p < 0.05).\s\s
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toxicity test of M. grandiflora flower extracts carried out by
Artemia salina bioassays. Nonetheless, Martinez-Baez et al.
(2016) found a moderate cytotoxicity with a LC, of 400 ug/
mL, in a methanolic M. grandiflora plant extract. In our results,
the non-cytotoxicity of both flower extracts could be related
to some phenolic compounds such as magnolol which has
cytoprotective activity (Zhang et al., 2019).

CONCLUSIONS

The preliminary phytochemical test demonstrated
the presence mainly of flavonoids, terpenes, tannins and
alkaloids in both extracts. The thin layer chromatography, the
UV-Vis and FTIR spectroscopic analyses showed the presence
of organic chromophores such as flavonoids. The water and
ethyl flower extracts showed antioxidant and non-cytotoxic
activity. The water and ethyl extracts of M. grandiflora flowers
found in southeast Mexico are a promissory source of che-
mical compounds with the attributed biological activities by
the presented results. Nonetheless, ethyl extracts exerted
more antioxidant activity. M. grandiflora flower extracts could
be used in medicinal and cosmetic industries by their exerted
chemical antioxidant properties and by their non-cytotoxic
effects.
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Karla Maria Lopez-Hernandez, Violeta Trinidad Pardio-Sedas¥*, Argel Flores-Primo, David Itzcoatl-Martinez Herrera y

Roxana Uscanga-Serrano

Laboratorio de Seguridad Agroalimentaria, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Veracruzana. Av.
Miguel Angel de Quevedo s/n esq. Yafiez, Col. Unidad Veracruzana, C.P. 91710, Veracruz, México

RESUMEN

El objetivo del estudio fue predecir el riesgo potencial
de exposicion a V. cholerae y V. parahaemolyticus asociado al
consumo de ostion americano (Crassostrea virginica) crudo
colectado del Sistema Lagunar Mandinga (SLM), en restau-
rantes, coctelerias y puestos ambulantes. El riesgo se estimé
como casos esperados/100,000 porciones con el modelo de
la FDA. En ostiones del SLM el riesgo estimado por consumir
ostiones contaminados con V. cholerae noO1/no0139 chxA+
sin refrigerar 10 h en verano fue bajo (99x10% casos); V.
parahaemolyticus tdh+y tdh+/trh+ representaron un riesgo
estimado alto en primavera (2,200x10° y 4,000x10" casos,
respectivamente) y la cepa pandémica orf8+ un riesgo medio
(110x107 casos) en invierno. El consumo de ostién crudo sin
refrigerar 10 h contaminado con V. cholerae noO1/no0139
chxA+ representé un riesgo promedio bajo (0.87x10° y
0.44x10° casos) para restaurantes y coctelerias, respectiva-
mente, alto para cocteles expendidos en puestos ambulan-
tes a temperatura ambiente 24 h (2,500x10” casos) y bajo a
V. parahaemolyticus tdh+ en restaurantes (0.21x107 casos) y
coctelerias (1.1x107 casos). El porcentaje patogénico, el sitio
de venta y el tiempo sin refrigerar fueron las variables que
incrementaron el riesgo de enfermar, siendo primavera la
estacion con el mayor riesgo para el consumidor.
Palabras clave: Consumo humano, Crassostrea virginica,
riesgo de salud, célera, bacterias patégenas

ABSTRACT

The aim of the study was to assess the potential risk
of exposure to V. cholerae and V. parahaemolyticus associated
to raw American oyster (Crassostrea virginica) consumption
collected from the Mandinga Lagoon System (MLS), in res-
taurants, oyster bars, and street vendors. Risk was estimated
as number of cases/100,000 servings with FDA model. The
risk of oyster consumption from MLS contaminated with V.
cholerae noO1/no0139 chxA+ and unrefrigerated 10-h was
low (99 x 107 cases) in summer; V. parahaemolyticus tdh+y
tdh+/trh+ estimated risk was high in spring (2,200 x 10° y
4,000 x 10° cases, respectively) and the pandemic strain orf8+
risk was medium in winter (110 x 10° cases). Oyster cocktail
consumption unrefrigerated for 10 h and contaminated with
V. cholerae noO1/no0139 chxA+, represented a low mean risk
(0.87 x 10° and 0.44 x 10°® cases) for oyster cocktails from
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restaurants and oyster bars, respectively, a high mean risk for
street vendor cocktails stored at ambient temperature 24-h
(2,500 x 10 cases), and a low mean risk for V. parahaemolyt-
icus tdh+ in restaurants (0.21 x 10° cases) and oyster bar (1.1
x 107 cases) cocktails. Risk assessment results indicated that
pathogenic percentage, type of establishment, and unrefrig-
erated storage time were variables that most increased the
probability of illness, and spring the season with the highest
risk for consumers.

Key words: Human consumption, Crassostrea virginica,
health risk, cholera, pathogenic bacteria.

INTRODUCCION

Los ostiones pueden bioacumular por filtracion
bacterias patdégenas del agua como Vibrio cholerae y Vibrio
parahaemolyticus, causantes de enfermedades gastroin-
testinales graves por la presencia de factores toxigénicos
(ctxA'y chxA; tdh y trh, respectivamente) (Jiang et al., 2018),
ocasionadas por el consumo de ostién crudo o mal cocido
(Guin et al, 2019; Yoon y Waters, 2019). Actualmente se
han registrado mdas de 200 serogrupos de V. cholerae de los
cuales, 01/0139 ctxA+, son los agentes causales del célera,
enfermedad diarreica infecciosa aguda, epidémica y con
alta tasa de mortalidad, mientras que los demds serogrupos
han sido tipificados como noO1/no0139 (Boore et al., 2011).
Reportes recientes senalan que cepas de V. cholera noO1/
noO139 pueden causar diarrea con un incremento de casos
de bacteremias y defunciones por septicemia y fascitis ne-
crozante (Zhang et al., 2020). En contraste, la gastroenteritis
causada por V. parahaemolyticus, aguda o subaguda, ocurre
en las primeras 24 h después de la ingestion, acompanada de
vémito y diarrea, pudiendo causar shock y muerte especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos (Guillod et al.,
2019). La dosis infectiva de ambos patdégenos es de > 108y >
10° organismos, respectivamente (Baker-Austin et al., 2018).
En México, se confirmaron 339 casos de célera en diferentes
estados de 2015 al 2019 (SSA, 2019). Con respecto a V. para-
haemolyticus, en 2014 se reportaron 2 casos en el Puerto de
Veracruzy en 2015 el 27.7 % de los casos estatales ocurrieron
en la zona metropolitana de Veracruz-Boca del Rio (SSA,
2016). Diversos estudios sefalan que, en regiones costeras,
los casos de infecciones por el consumo de mariscos mues-
tran un patrén estacional debido a la influencia de la época
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del afo en la abundancia y patogenicidad de V. cholerae y V.
parahaemolyticus (Pardio, 2007; Baddam et al., 2020; Ndraha
y Hsiao, 2021), particularmente en verano y en invierno, re-
portado en nuestros estudios anteriores (L6pez-Hernandez
etal., 2015a,b).

Debido al crecimiento dindmico de ambos patégenos
en el ostién sin refrigeracion (Gooch et al., 2002), la estima-
cion del riesgo es necesaria para asegurar la inocuidad del
alimentoy la salud del consumidor. La aproximacién sistema-
tica para cuantificar el riesgo asociado con la probabilidad de
exposicién a microorganismos patégenos y su impacto en la
salud humana se denomina evaluacién del riesgo microbio-
I6gico (ERM) y es utilizado para examinar los peligros ocultos
en los alimentos, la probabilidad de exposicién a éstos y su
impacto en la salud publica (Pardio et al., 2016), proporcio-
nando un enfoque para mejorar la seguridad del consumo
de mariscos, especialmente crudos. En México, Ortiz-Jiménez
(2018) estimd que el riesgo incrementa con el tiempo de
postcosecha del ostion, ya que el crecimiento de V. parahae-
molyticus incrementé hasta las 36 h, por lo que el riesgo fue 5
veces mayor al de las 0 h en ostiones (Crassostrea corteziensis)
adquiridos en Tepic y cultivados en Boca de Camichin.

Crassostrea virginica (ostién americano) se distribuye
por las costas del Atlantico de Canada, Golfo de México,
América Central y el Caribe (Betanzos-Vega et al., 2016). En
México, la explotacion del ostiéon es una de las actividades
pesqueras mas importantes, es capturado desde los afos 50
logrando mantenerse entre los ocho primeros recursos pes-
queros, por su volumen y precio. Este molusco se desarrolla
en areas cercanas a la costa, dentro de la zona intermareal
y en los esteros, asociados generalmente a las raices del
mangle o adheridos a sustratos duros como rocas, en fon-
dos someros o directamente sobre el fango y en areas de
influencia estuarina (Mayorga et al., 2021). Actualmente en
el pais se cultiva ostion americano, ostién de mangle, ostion
japonés, ostion de roca, ostion de placer y Kumamoto. Los
principales productores de estos moluscos son Veracruz, Ta-
basco, Baja California Sur y Nayarit (SADR, 2021). El Golfo de
México genera el 90 % de la produccién nacional ostricola,
compuesta en su mayor parte por ostion americano. C. vir-
ginica es capturado tradicionalmente en Veracruz, Tabasco,
Tamaulipas y Campeche, a nivel de pesquerias artesanales
(Mayorga et al., 2021). Sin embargo, proviene principalmente
de las granjas de cultivo de Tabasco y Veracruz. Las lagunas
costeras del estado de Veracruz representan la mayor parte
de la produccién ostricola en México, aportando cerca del 50
% de la produccién anual (Hernandez-Mendoza et al., 2021).

Por su sabor y valor nutritivo, el consumo de ostion
presenta una gran demanda y esta disponible para su con-
sumo la mayor parte del afio, gracias a la acuacultura. Por lo
que, las mejores temporadas para consumirlo van de junio a
agosto (verano) y de noviembre a marzo (otofo, invierno, pri-
mavera), aunque esta disponible para el consumo humano
en las cuatro estaciones del afio. De acuerdo con su comer-
cializacion, el 96.20 % es destinado para consumo humano
directoy 1.13 % para indirecto, mientras que el 2.60 % es para

uso industrial (SADR, 2021). En México, el consumo nacional
aparente de ostién fue de 20,286.77 ton y un consumo per
cdpita de 0.16 kg (CONAPESCA, 2021), con una produccion
ostricola nacional de 53,443 ton, ocupando el estado de
Veracruz el primer lugar con 22,798 ton (43 %) (CONAPESCA,
2018). Sin embargo, los estudios de estimacién del riesgo
asociado al consumo de ostion crudo consumido recién
extraidoy en los restaurantes son escasos debido a la falta de
monitoreo continuo en las dreas de extraccion y distribucion.
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar
el riesgo microbioldgico para estimar el riesgo a enfermar
por el consumo de ostién contaminado con V. cholerae y V.
parahaemolyticus colectado de bancos del SLM y cocteles de
ostion crudo de venta al publico en la zona metropolitana
Veracruz-Boca del Rio y Mandinga, Veracruz, México.

MATERIALES Y METODOS
El estudio se realiz6 en dos fases:
Fase 1: Abundancia estacional de V. cholerae y V. para-
haemolyticus en el ostion cosechado del SLM

Las muestras de ostion (C. virginica) se recolectaron
en bancos ostricolas en produccidon del Sistema Lagunar
Mandinga (SLM) (19° 00-06" N, 96° 06’ W), localizado a 30
km del Puerto de Veracruz (Figura 1a), en el ciclo anual de
enero a diciembre de 2018 durante las cuatro estaciones del
ano: invierno (enero-marzo), primavera (abril-junio), verano
(julio-septiembre) y otofio (octubre-diciembre) debido a la
disponibilidad, accesibilidad y preferencias de consumo. Con
base al muestreo no probabilistico por cuotas, se recolectaron
mensualmente 3 muestras cada una de 40 ostiones de tama-
Ao medio legal (7-8 cm de largo) segun lo establecido en la
Norma Mexicana NMX-FF-001-SCFI-2011 (NMX-FF-001-
SCFI, 2011) y se transportaron inmediatamente en hieleras a
4 oC al laboratorio de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
de la Secretaria de Salud NOM-242-SSA1-2009 (NOM-242-
SSAT, 2009). Los ostiones muertos se descartaron y los res-
tantes se lavaron y enjuagaron con agua corriente fria para
eliminar lodos, algas, balanos o cualquier otra incrustacién y
se analizaron en un lapso de 2 h después de su recoleccion.

Fase 2: Densidad de V. cholerae y V. parahaemolyticus en
el ostion de venta al publico

Se recolectaron un total de 36 muestras, 12 en cada
tipo de establecimiento (restaurantes, coctelerias y puestos
ambulantes) de la zona metropolitana Veracruz-Boca del
Rioy en la localidad de Mandinga, Veracruz (Figura 1b) en el
periodo de mayo a diciembre de 2019 que correspondi6 a las
épocas con las densidades mas altas de ambos patégenos en
ostiones cosechados de los bancos del SLM durante la pri-
mera fase del estudio. La muestra correspondio a la porcién
de un coctel de ostion (12 ostiones, 200 g de carne + liquido
intravalvar) sin condimentos ni especias. Las muestras colec-
tadas se trasvasaron en bolsas de plastico estériles identifica-
das que se transportaron en hielera al laboratorio en un lapso
< 2 h. Los sitios de muestreo se seleccionaron de un censo
actualizado de los restaurantes de mariscos, coctelerias y
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Figura 1. Localizacion del drea de estudio. A. Zona metropolitana Veracruz-Boca del Rio, Mandinga y el Sistema Lagunar Mandinga, Veracruz, México. B. Es-
tablecimientos minoristas especializados en servir ostiones: restaurantes, coctelerias y puestos ambulantes en los que se consume cocteles de ostioén crudo
colectado del SLM [Mapa satelital]. (INEGI, 2022).

Figure 1. Location of the study area. A. Metropolitan area Veracruz-Boca del Rio and Mandinga and Mandinga Lagoon System, Veracruz, México. B. Retail
establishments specializing in serving oysters: restaurants, oyster bars, and street vendors where raw oyster cocktails collected from the MLS are consumed

o

[Satellite map]. (INEGI, 2022).

vendedores ambulantes en la zona metropolitana Veracruz-
Boca del Rio y Mandinga, Veracruz, realizado a partir del
registro publico de la Direccion de Comercio, Espectéaculos
y Mercados de los municipios de Veracruz y Boca del Rio. La
muestra representativa de los sitios de venta de cada zona se
establecié con las tablas de Cannon y Roe (1982) mediante
un muestreo probabilistico estratificado con asignacion pro-
porcional de la muestra.

Cuantificacion de V. cholerae y V. parahaemolyticus

En las dos fases del estudio, las densidades de V. chole-
rae no-01/no-0139y de V. parahaemolyticus no patogénicas
(ompW 'y tlh+, respectivamente) y patogénicas (ctxA, chxA'y
tdh+, trh+, tdh+/trh+, orf8+, respectivamente) se cuantifica-
ron segun la metodologia NMP-PCR reportada previamente
(Lopez-Hernandez et al., 2015a,b). El conteo del nimero de
colonias se realizé a través del método de NMP con la serie
de pruebas de tres tubos (95 % de limites de confianza). Los
resultados se expresaron como NMP/g (USDA, 2008).

Estimacion del riesgo

Para la ERM se determinaron inicialmente las prefe-
rencias del consumo de ostidon en comensales de restauran-
tes, coctelerias y puestos ambulantes del drea metropolitana
Veracruz-Boca del Rio y Mandinga, Veracruz mediante un
muestreo aleatorio simple. El tamano de la muestra se cal-
culé mediante el método de la FAO a nivel de confiabilidad
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de 95 %, una prevalencia estimada de la zoonosis en la zona
del 50 % y m= margen de error de 5 % (FAO, 1990). La ERM
promedio por consumo de ostion crudo contaminado con V.
parahaemolyticus y aplicable a V. cholerae se estimé con el
modelo de la FDA v.2005 (FDA, 2005) que expresa el riesgo
cuantitativo como ndmero de casos esperados/100,000 por-
ciones (cocteles), considerando el consumo de 12 ostiones
por persona como tamano de porcién. La prediccion del
riesgo promedio por porcion (IC95 %) se calculd en base a
la densidad media normalizada (log, NMP/g) de V. cholerae
ompW+y V. parahaemolyticus tlh+, la temperatura media del
aire o de refrigeracion y el tiempo sin refrigeracion del ostion
(10'y 24 h), asi como el porcentaje patogénico de V. cholerae
chxA+ y V. parahaemolyticus tdh+, trh+, tdh+/trh+ y orf8+.
Para la estimacion del riesgo se contemplé el consumo de
12 ostiones por persona como tamano de porcién y el riesgo
cuantitativo se expresé como el nimero de casos espera-
dos/100,000 porciones o cocteles (FDA, 2005). Los resultados
del riesgo cuantitativo se clasificaron mediante un sistema
de puntuaciéon logaritmica semicuantitativa (FAO/WHO,
2009); de acuerdo con este sistema establecido para la cla-
sificacion de la probabilidad, un riesgo alto (puntuacién = 2)
corresponde a la probabilidad de 107" a 102, el riesgo medio
(puntuacién = 3) de 102 a 1073, un riesgo bajo (puntuacién=
4) de 103 a 10* y cuando es riesgo imposible (puntuacion=
NA) es considerado como 0.
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De acuerdo con las practicas locales de los ostriculto-
res, al término de la extraccion los ostiones son clasificados
en las instalaciones de las cooperativas y almacenados a
temperatura ambiente en costales para su posterior distri-
bucion desde las cooperativas hacia los diferentes sitios de
venta como centrales de abasto, mercados, restaurantes y
coctelerias. Los puestos ambulantes adquieren directamente
el producto en las cooperativas, en centrales de abasto o en
los mercados de pescaderia en el area. Por ello, se estimé un
tiempo de 10 h sin refrigeracion para la cadena de distribu-
cién desde la cosechay transportacion hasta los restaurantes
y coctelerias y de 24 h para puestos ambulantes, consideran-
do la distancia desde el SLM hacia los puntos de venta se-
leccionados. Se considerd una temperatura de refrigeracion
de 7 °C para el ostion en restaurantes y coctelerias, sefialada
en la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009 (NOM-
242-SSA1, 2009) y una temperatura ambiente promedio de
25.3 °C para los consumidos en puestos ambulantes durante
el periodo de estudio, mientras que para estimar el riesgo
por consumir ostiones crudos cosechados del SLM durante
el invierno, primavera, verano y otofo, se consideraron las
temperaturas ambientales medias de 21.03, 25.56, 25.50 y
21.73 °C, respectivamente (CONAGUA, 2019).

Analisis estadistico

Las diferencias significativas entre las densidades
medias patogénicas y no patogénicas normalizadas a log,
NMP/g de V. cholerae y V. parahaemolyticus en ostion fresco
de la laguna y los cocteles de ostién colectados de los sitios
de venta se evaluaron mediante analisis de varianza de una
via (p < 0.05), utilizando el programa estadistico Minitab v.19

(Minitab, Inc., State College PA). Las densidades de V. cholerae
y V. parahaemolyticus < 0.30 NMP/g (no detectable) fueron
consideradas como 0.15 NMP/g para fines estadisticos. La
frecuencia (%) de las respuestas de la encuesta aplicada se
calculd con intervalo de confianza del 95 % con el programa
en linea VassarStats.

RESULTADOS Y DISCUSION
Densidades de V. cholerae y V. parahaemolyticus en os-
tion del SLM y en cocteles de ostién de venta al publico

Los ostiones colectados de los bancos del SLM presen-
taron densidades medias de V. cholerae no-O1/no-0139 no
patogénicas (ompW+) y patogénicas (chxA+) altas (p > 0.5)
durante el verano y el otofio, mientras que las densidades
elevadas (p > 0.5) de V. parahaemolyticus no patogénicas
(tlh+) y patogénicas (tdh+, trh+, tdh+/trh+) ocurrieron en pri-
mavera, verano y otofio y las de orf8+ eninvierno. En la venta
al publico, las densidades medias no patogénicas (ompw-+)
y patogénicas (chxA+) de V. cholerae no-O1/no-0139 en los
cocteles de ostidon crudo fueron mas altas (p > 0.5) en los
puestos ambulantes (0.69 NMP/g) y en los restaurantes (0.60
NMP/g), mientras que las de V. parahaemolyticus tlh+ fueron
altas (22.10 NMP/g) (p > 0.5) en restaurantes y las de V. pa-
rahaemolyticus tdh+ fueron significativamente (p < 0.5) mas
altas (0.74 NMP/qg) en coctelerias (Tabla 1).

Las densidades observadas en el ostion fresco pro-
cedente del SLM fueron mas bajas que las encontradas en
nuestros estudios anteriores en ostiéon recién cosechado
del mismo sistema lagunar, con densidades de V. cholerae
ompW+ 1.45 log, NMP/g y de V. cholerae no-01/no-0139
chxA+ 1.18 log,, NMP/g durante el verano y otofo, respec-

Tabla 1. Densidades medias de V. cholerae no-O1/no-0139 y V. parahaemolyticus no patogénicas (ompW-+y tlh+) y patogénicas (chxA+, tdh+, trh+, tdh+/trh+
y orf8+) en ostion fresco procedente del Sistema Lagunar Mandinga, Veracruz y en ostion crudo a la venta en la zona metropolitana Veracruz-Boca del Rio y

Mandinga, Veracruz.

Table 1. Mean densities of V. cholerae no-O1/no-0139 and V. parahaemolyticus nonpathogenic (ompW-+ y tlh+) and pathogenic (chxA+, tdh+, trh+, tdh+/
trh+y orf8+) in fresh oyster from Manding Lagoon System, Veracruz, and in raw oyster sold in the Metropolitan area Veracruz-Boca del Rio and Mandinga,

Veracruz.
) V. cholerae V. parahaemolyticus
Epoca/ NMP/g (log,, NMP/g) NMP/g (log,, NMP/qg)
Sitios de venta

ompW+ chxA+ tlh+ tdh+ trh+ tdh+/trh+ orf8+

Sistema Laguna Mandinga
Invierno 1.13 (0.05) 1.13(0.05) 29.97 (1.48) 15.48(1.19)  <0.30(-0.82) <0.30(-0.82) 5.93(0.77)
Primavera 1.41(0.15) <0.30(-0.82) 187.17 (2.27) 27.58 (1.44) 1.32(0.12) 0.50 (- 0.30) 0.23 (- 0.64)
Verano 2.77 (1.34) 1.15 (0.06) 52.88(.72) 0.20 (- 0.70) <0.30 (- 0.82) <0.30(-0.82) 0.20 (- 0.70)
Otofio 49.38 (1.69) 3.1(0.49) 38.58(1.59) 0.27 (- 0.57) 0.40 (- 0.40) <0.30(-0.82) <0.30(-0.82)
Zona metropolitana Veracruz-Boca del Rio
Restaurantes 0.60 (- 0.22) 0.60 (- 0.22) 22.10(1.34) <0.30(-0.82) ND ND ND
Coctelerias 0.30 (- 0.52) 0.30(-0.52) 0.74 (- 0.13) 0.74(-0.13)" ND ND ND
Ambulantes 0.69 (- 0.16) 0.69 (- 0.16) ND ND ND ND

“Medias estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre épocas para Sistema Laguna Mandinga y entre sitios de venta para la zona metropolitana Veracruz-Boca

del Rio; ND: No detectado.
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tivamente, el cual represent6 el primer reporte en ostién del
Golfo de México (Lopez-Hernandez et al., 2015a), lo que in-
dica que ya son re-emergentes de la zona. Similarmente, las
densidades de V. parahaemolyticus tlh+y tdh+ del presente
estudio también fueron inferiores a las observadas en prima-
vera (3.04y 2.20 Iog10 NMP/g, respectivamente) en el ostidn
fresco cosechado del SLM (Lépez-Hernandez et al., 2015b).
En diversas regiones costeras del mundo se ha reportado
la influencia de la variacion estacional en la densidad total
y patogénica de Vibrio cholerae y V. parahaemolyticus rela-
cionada con factores ambientales (temperatura, salinidad,
clorofila a) (Martinez-Urtaza, 2016; Jutla et al., 2011), lo cual
podria explicar la estacionalidad de las infecciones, siendo
mas abundantes en los meses mas célidos.

En el presente estudio se observé que V. cholerae
no-01/no-0139 ompWH+ registré altas densidades (p > 0.05)
en verano y otono y V. parahaemolyticus tlh+ en primavera y
verano. La NOM-242-SSA1-2009 sefala que V. cholerae O1'y
no-O1 deben estar ausentes en 50 g de parte comestible de
moluscos bivalvos, pero permite 10* NMP/g de V. parahaemo-
Iyticus sin especificar toxinas. Cabe destacar que la presencia
de cepas patogénicas detectadas enlos ostiones en el presen-
te estudio representa un riesgo a la salud para las personas
sanas, pero principalmente para las inmunocomprometidas
0 con padecimientos cronico-degenerativos (diabetes, cirro-
sis, hipertensién) por el riesgo a contraer gastroenteritis grave
o desarrollar septicemia. La edad, los problemas hepaticos y
la inmunocompetencia, son los tres principales factores de
riesgo de V. parahaemolyticus (Jiang et al., 2018; Suresh et
al., 2019). La toxina termoestable directa (TDH), codificada
por el gen tdh de V. parahaemolyticus es considerada, con la
hemolisina TDH-relacionada (TRH), los factores de virulencia
mas importantes de este patégeno que presentan varias ac-
tividades biolégicas, como hemolitica, enterotoxicidad, cito-
toxicidad y cardiotoxicidad (Jiang et al., 2018). La abundancia
del gen chxA encontrado en este estudio (100 % en invierno)
es significativo, ya que codifica a la toxina Cholix A (ChxA),
un factor de virulencia identificado principalmente en cepas no
pandémicas, necesario para la virulencia del patégeno en la
colonizacién, sehalizacién bacteria-animal y supervivencia
en el medio acuético (Jargense et al., 2008). Esta potente cito-
toxina con actividad especifica ADP-ribosiltransferasa produce
muerte celular y apoptosis en las células HeLa. Se ha reportado
que V. cholerae no-01/no-0139 chxA+ desarroll6 septicemia,
coagulacién intravascular y fallo orgdnico multiple en un pa-
ciente infectado (Awasthi et al., 2013).

En este contexto, es importante sefalar que la va-
riacion en el nimero de cepas patogénicas de V. cholerae
no-01/no-0139 y V. parahaemolyticus en el ostién deberia
determinarse antes de la cosecha debido a que representan
un riesgo para la salud humana, especialmente porque no
estdn contempladas en la regulaciéon actual, por lo que la
significancia epidemiologica de estos patogenos pudiera estar
subestimada. De ahi la importancia de evaluar la relacién Vibrio
spp. -ambiente-ostidon-salud para asegurar la inocuidad del
alimento y reducir el riesgo a la salud por consumo del ostién.
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Estimacion del riesgo
Perfil del consumidor y preferencias de consumo

El analisis de las encuestas (403) indico que la prefe-
rencia del consumo de ostién fue similar en las tres zonas de
estudio: Veracruz 35.37 %, Boca del Rio 35.37 % y Mandinga
29.27 %. El 94.39 % del ostion de venta en los restaurantes,
coctelerias y puestos ambulantes muestreados procede del
SLM. La mayor frecuencia de consumo de cocteles (12 ostio-
nes) es de 1 a 2 veces al mes (88.78 %), en crudo (95.37 %) y
principalmente durante primavera (37.56 %) y verano (56.83
%). El 21 % de los consumidores sefnalé haber contraido he-
patitis o padecer de hipertensién y diabetes.

Estimacion del riesgo por consumo de ostion crudo del
SLM

El riesgo promedio por consumir ostién crudo del
SLM sin refrigerar 10 h y contaminado con V. cholerae no-O1/
no-0139 chxA+ se estimé de 99 casos/100,000 porciones
en verano, 1.5-6.6 veces mayor al calculado para las otras
estaciones. Sin embargo, el riesgo promedio es clasificado
como bajo. En contraste, el riesgo en ostiones con 24 h sin
refrigeracion durante el verano fue 42.4 veces mayor al
calculado con 10 h sin refrigeracion. No obstante, el riesgo
por consumir ostiones con 24 h sin refrigeracion en las esta-
ciones de invierno, primavera y otofio se consideraria medio,
mientras que en verano seria alto, ya que se esperarian 4.2
casos/100 porciones o cocteles de ostion consumidos. Res-
pecto a V. parahaemolyticus (Tabla 3), el riesgo de enfermar
por el consumo de ostion crudo sin refrigerar 10 h, fue alto
en primavera para tdh+y para tdh+/trh+ (4 casos/100 porcio-
nes), comparados al riesgo medio para orf8+ (1.1 x 103 casos)
en invierno. Similarmente, el riesgo promedio por consumir
ostiones contaminados con V. parahaemolyticus tdh+, trh+
y tdh+/trh+ con 24 h sin refrigeracion fue mayor en prima-
vera, representando un riesgo alto con un estimado de 4 a
9 casos/100 porciones y para la cepa pandémica (orf8+) en
invierno con 1 caso/100 porciones, riesgo 10 veces mayor al
calculado con 10 h sin refrigeracion en ambos casos (Tabla 2).

El riesgo promedio estimado por porcion de 12
ostiones asociado con el consumo de ostién fresco del SLM
con 10 horas sin refrigeracién y contaminado con V. para-
haemolyticus tdh+ (2.20 x 102 casos) fue mayor al reportado
en ostiones recién cosechados procedentes de la Costa del
Golfo (Louisiana) (2.10 x 10°) en invierno por la FDA (2005), al
de Brasil (3.6 x 103) (Costa et al., 2014) y del Golfo de México
en primavera (1.45 x 10*) (WHO/FAQ, 2011). Asimismo, fue
mayor al reciente estudio de Cooksey (2021) que estim¢ el
riesgo a enfermar por V. parahaemolyticus por el consumo de
ostiones colectados por recreacién en California, E.U.A. me-
diante un modelo de estimacién del riesgo cuantitativo por
la via pre- y post- “del mar a la mesa”, obteniendo un riesgo
medio a enfermar por racion de ostiones recién cosechados
contaminados con V. parahaemolyticus de 5.61 x 10°. El
andlisis resalté el impacto en el riesgo de la concentracion
inicial de V. parahaemolyticus en los ostiones, el nUmero de
ostiones consumidos y la concentracidn de V. parahaemolyti-
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Tabla 3. Prediccion del Riesgo promedio (IC,,,
contaminado con V. parahaemolyticus tdh+, tdh+/trh+y orf8+.
Table 3. Average risk assessment (IC,,,,
contaminated with V. parahaemolyticus tdh+, tdh+/trh+y orf8+.

) asociado con el consumo de ostidn fresco del Sistema Lagunar Mandinga, Veracruz

) associated with consumption of fresh oyster from Mandinga Lagoon System, Veracruz,

: Media Casos esperados por ¢/100.000 porciones* (IC__, )

Fpoca Al tdh+ trh+ tdh+/trh+ orfg+
Riesgo calculado para ostiones con 10 h sin refrigeracion

Invierno 1.48 280 (22 -3,500) 0.96 (0.076 - 12) 0.96 (0.076 - 12) 110 (8.4 - 130)

Primavera 227 2,200 (180 - 28,000) 110 (8.5 - 1,300) 4,000 (320 - 51,000) 18 (1.5 - 230)

Verano 1.72 7.9(0.24-38) 7.9(0.62-99) 7.9(0.62-99) 16 (1.3 - 200)

Otoio 1.59 5.9 (0.47 -74) 8.8(0.7-110) 1.5(0.12-19) 1.5(0.12-19)
Riesgo calculado para ostiones con 24 h sin refrigeraciéon

Invierno 1.48 2,800 (220 - 35,000) 9.8 (0.77 - 120) 9.8 (0.77 - 120) 1,100 (84 - 13,000)

Primavera 2.27 8,600 (690-110,000) 4,600 (370-59,000) 9,100 (730-120,000) 790 (64 - 10,000)

Verano 1.72 330(10-1,600) 330 (26 - 4,200) 330 (26 - 4,200) 690 (54 - 8,600)

Otoio 1.59 74 (5.8 -920) 110 (8.7 - 1,400) 19 (1.5 - 240) 19 (1.5 - 240)

* Porcion: 12 ostiones (200 g de carne + liquido intravalvar).

Tabla 2. Prediccién del Riesgo promedio (IC,,, ) asociado con el consumo
de ostion fresco del Sistema Lagunar Mandinga, Veracruz, contaminado
con V. cholerae no-01/no-0139 chxA+.

Table 2. Average risk assessment (IC,,, ) associated with consumption of
fresh oyster from Mandinga Lagoon System, Veracruz, contaminated with V.
cholerae no-01/no-0139 chxA+.

Casos esperados por ¢/100.000

1 *
Media porciones * (IC__ )
Epoca log NMP/g Ostiones Ostiones
con10h con24h

sin refrigeracion  sin refrigeracion
Invierno 0.05 22 (1.7 - 270) 220 (17 -2,700)
Primavera 0.15 15(1.2-190) 630 (52 - 8,200)
Verano 1.34 99 (7.9-1,200) 4,200 (330 - 53,000)
Otono 1.69 67 (5.3 - 840) 850 (66 - 10,000)

* Porcion: 12 ostiones (200 g de carne + liquido intravalvar).

cus patogénicos, comparable a lo encontrado en el presente
estudio. El modelo de la FDA establece como riesgo acepta-
ble estandar un caso/100,000 porciones (1 x 107%). Se observa
en el Golfo de México un riesgo promedio bajo, pero alto
para las costas de Veracruz, México, probablemente debido
a la diferencia del porcentaje patogénico y las condiciones
ambientales locales.

Ndraha y Hsiao (2019) estimaron el riesgo por V. pa-
rahaemolyticus asociado con el consumo de ostién crudo en
Taiwdn y encontraron que el riesgo en verano era 0.5, 1.0 y
3.1 veces mayor que en otono, primavera e invierno, respec-
tivamente. Lo anterior difiere a lo observado en el presente
estudio, ya que el riesgo por consumo de ostién fresco de
la laguna durante la primavera fue 278.48 veces mayor que
en verano (Tabla 3). Estos resultados son comparables a los
encontrados por Jong-Kyung et al. (2018) quienes estimaron
un riesgo promedio de enfermar por consumo de una racién

de ostidn crudo recién extraido y contaminado con V. para-
haemolyticus de 5.71 x 10° durante los meses de primavera.
Los principales factores que influyeron en el riesgo estimado
fueron la concentracion inicial de V. parahaemolyticus (log
NPM/g), la cantidad de ostiones consumidos, prevalencia de
las cepas patogénicas, la temperatura y el tiempo de expo-
sicion.

Estimacion del riesgo por consumo de cocteles de ostion
crudo de venta al publico

El riesgo promedio asociado con el consumo de coc-
teles de ostion crudo con 10 h sin refrigeraciéon de venta en
restaurantes y coctelerias contaminado con V. cholerae no-
01/no-0139 chxA+ fue menor a 1 caso/100,000 porciones;
sin embargo, el riesgo por consumir cocteles en puestos am-
bulantes seria alto (2.5 casos/100 cocteles). De igual forma, el
consumo de 24 ostiones por porcidn representaria un riesgo
alto (8.20 x 10%). Cabe mencionar que si bien el 100 % de las
muestras presentd V. cholerae no-O1/no-0139 chxA+ en los
tres sitios de venta (100 % de porcentaje patogénico), el ries-
go promedio seria mayor para las personas que consumen
en puestos ambulantes debido a la temperatura ambiente
promedio considerada en el modelo. V. parahaemolyticus
tdh+ se detectd en los cocteles de venta en restaurantes y
coctelerias con un porcentaje patogénico de 0.68 y 100 %,
respectivamente, estimandose un riesgo promedio de 0.21
y 1.10 x 10° casos con 12 ostiones por porcién, respecti-
vamente y de 0.43 y 2.10 X 107, respectivamente, con una
porcion de 24 ostiones, representando ambos un riesgo bajo.
V. parahaemolyticus no se detectd en ostiones de puestos
ambulantes, considerado como riesgo imposible (Tabla 4).

El riesgo estimado en el presente estudio fue mayor al
reportado por Ding et al. (2022), cuyos resultados mostraron
que el riesgo a enfermar por persona por afio causado por
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Tabla 4. Prediccion del Riesgo promedio por porcion (IC,,, )

asociado con el consumo de V. cholerae no-O1/no-0139 chxA+ y V. parahaemolyticus tdh+ en

ostion crudo vendido en restaurantes, coctelerias y vendedores ambulantes en la zona metropolitana Veracruz-Boca del Rio y Mandinga, Veracruz.

Table 4. Average risk assessment (IC_, )

associated with consumption of V. cholerae no-O1/no-0139 chxA+y V. parahaemolyticus tdh+ in raw oyster sold in

restaurants, cocktail bars, and street vendors in the Metropolitan area Veracruz-Boca del Rio and Mandinga, Veracruz.

o) " Media del Temperaturade Tiempo maximosin  Casos esperados por Casos esperados por
Vibrio en ostion/ aq . iy o o .

o log % Patogénico refrigeracion refrigerar ¢/100,000 porciones *  ¢/100,000 porciones**
sitios de venta 89 o

(NMP/g) (°C) (h) (c,,,.) (c,,,.)

V. cholerae (chxA+)
Restaurantes -0.22 100.00 7.0 10 0.87 (0.069 - 11) 1.70(0.13 - 21)
Coctelerias -0.52 100.00 7.0 10 0.44 (0.035-5.5) 0.87(0.069-11)
Ambulantes -0.16 100.00 253 24 2,500.00 (200 - 31,000) 8,200.00 (650 - 100,000)
V. parahaemolyticus (tdh+)
Restaurantes 1.34 0.68 7.0 10 0.21(0.017-2.7) 0.43 (0.034-5.4)
Coctelerias -0.13 100.00 7.0 10 1.10 (0.085 - 13) 2.10(0.17 - 27)
Ambulantes ND ND 7.0 24 ND ND

ND: No detectado; * Porcion: 12 ostiones (200 g de carne + liquido intravalvar); ** Porcién: 24 ostiones (400 g de carne + liquido intravalvar).

V. parahaemolyticus debido al consumo de mariscos crudos
comprados y cocidos en casa en una ciudad costera del este
de China era de 3.49 x 10°. Cabe sefialar que observaron
diferencias estacionales ya que el maximo riesgo ocurrié en
verano (4.81 x 10y el minimo en invierno (2.27 X 107), mien-
tras que en el presente estudio el maximo riesgo se presenté
en primavera (2.20 x 10?) y en invierno (2.80 x 1073). Costa et
al. (2014), reportaron que la densidad de V. parahaemolyticus
en ostiones crudos es mayor en el punto de consumo que en
el de cosecha, lo cual difiere de lo reportado en el presente
estudio, ya que las densidades de V. cholerae y V. parahaemo-
Iyticus en los ostiones de venta al publico fueron menores a
las observadas en los ostiones frescos de la laguna, excepto
para V. parahaemolyticus tlh+ (22.10 NMP/qg), estos valores
pudieran deberse al efecto de la temperatura de refrigera-
cién en los restaurantes y coctelerias como reporta Gooch et
al. (2002). Sin embargo, en verano, el riesgo promedio por
porcién por consumir ostién fresco del SLM contaminado
con V. cholerae no-O1/no-0139 chxA+ (10 h sin refrigeracion)
seria bajo (9.9 x 10), pero alto en puestos ambulantes (2.5
X 10?), posiblemente debido al porcentaje patogénico (5.28
y 100 %, respectivamente) y a la temperatura ambiente
promedio de distribucién y conservacién del ostién durante
el estudio. En contraste, en el caso de V. parahaemolyticus
tdh+, se presentaria un riesgo alto en primavera (2.2 x 10?)
por consumir ostiones crudos frescos del SLM, mientras que
el riesgo seria bajo por consumir ostiones crudos en las coc-
telerias (1.1x10?) a pesar de los porcentajes patogénicos de
14.74y 100 %, respectivamente. No se encontré en la literatura
consultada evaluaciones de riesgo del consumo de cocteles
de ostion en sitios de venta para V. cholerae no-O1/no-0139
chxA+y V. parahaemolyticus tdh+.

Desde el punto de vista de la inocuidad alimentaria,
la presencia de cepas de V. cholerae no-O1/no-0139 y V. pa-
rahaemolyticus con genes patogénicos plantea importantes
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problemas de salud. Nuestros resultados son preocupantes
debido a que el porcentaje patogénico en otras areas am-
bientales raramente excede el 3 % (Rehnstam-Holm et al.,
2014). Es importante sefalar que la prediccién del riesgo a
la salud asociado al consumo de ostién crudo contaminado
con cepas patogénicas es de naturaleza dindmica por estar
influenciado por diversas variables, entre ellas el origen de
la muestra, las densidades, el porcentaje de cepas patogé-
nicas, el consumo y el consumidor (Dickinson et al., 2013;
Love et al., 2020). Asimismo, puede diferir con el método de
producciéon y las practicas de manejo de los productores.
De ahi la importancia de estimar el riesgo a la salud para
identificar las posibles intervenciones y reducir o eliminar
el riesgo (Pardio et al., 2016). En este sentido, anualmente se
consumen aproximadamente 22,162 t de ostién crudo en el
estado de Veracruz, con un consumo per cdpita de 0.43 kg
(CONAPESCA, 2018). El SLM es una de las lagunas estuarinas
costeras econdmicamente importante por la mayor pro-
duccién de ostidn, consumo y recreacion. El problema mas
grave que presenta es la cantidad de descargas de drenaje
provenientes de los asentamientos humanos a su alrededor,
el incremento en la densidad de la poblacién y la creciente
actividad turistica (Lara-Dominguez et al., 2009). Los ostiones
del SLM se distribuyen a hoteles, restaurantes, coctelerias
y mercados en la zona Metropolitana Veracruz - Boca del
Rio y enviados a Cancun, Monterrey y la Ciudad de México
al Mercado de la Viga. De acuerdo a la encuesta, el 95.37 %
de los consumidores acostumbran a consumir un coctel de
ostiones 1 a 2 veces al mes (88.78 %), principalmente en pri-
mavera y verano, que correspondieron a los meses donde se
estimd un mayor riesgo. Si el consumir > 2 cocteles al mes es
considerado un riesgo (Jutla et al., 2011), el riesgo a enfermar
de la poblacién es alto.

Cabe mencionar que la mayor frecuencia de consumo
se encontrd en hombres (65.1 %), cercano al 73.6 % encontra-
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do enTrinidad y Tobago (Laloo et al., 2000). Desde la perspec-
tiva de salud publica, el consumo de estos ostiones deberia
ser considerado como un peligro potencial a la salud. En
México y varios paises de Latinoamérica, la diarrea aguda de
etiologia infecciosa, fundamentalmente de origen por expo-
sicion a alimentos y agua contaminados, es un problema de
salud publica debido a las altas tasas reportadas anualmente
de morbilidad y mortalidad. En México, Vibrio spp. (1 %) se
ha aislado en materia fecal de pacientes ambulatorios (614
muestras), nifos, adolescentes y adultos, con diarrea aguda
en Veracruz, Villahermosa, Mérida y Tuxtla Gutiérrez. Se ha
asociado con factores como condiciones climaticas y socioe-
condmicas, asi como el entorno sanitario, especialmente
para la poblacién vulnerable (Novoa-Farias et al., 2017).

No se encontraron reportes de evaluaciones del ries-
go en sitios de venta ya que la mayoria de las investigaciones
reportadas tienen un enfoque sanitario y epidemioldgico, lo
que destaca laimportanciay aporte del presente estudio que
seria el primer reporte en México. Los hallazgos de esta in-
vestigacion representan un punto de referencia para aplicar
las medidas de control apropiadas y/o reglamentarias tales
como la vigilancia de la cadena fria y la normalizacion de los
procesos de desinfeccion avanzada del ostion después de su
extraccién. Si las medidas para mitigar estos patégenos no
conducen a la reduccién del riesgo y el escenario del cambio
climatico empeora, las predicciones del riesgo a enfermar
podrian incrementarse. En consecuencia, es necesario que
el consumidor sea concientizado de que una enfermedad
de origen alimentario no debe ser considerada como una
enfermedad menor debido a la presencia de patdégenos en
el alimento.

CONCLUSIONES

La presencia de cepas patogénicas de V. cholerae
no-01/no-0139 y de V. parahaemolyticus en el ostion fresco
colectado del SLM se observa principalmente en verano y pri-
mavera, asi como en cocteles expendidos en sitios de venta
de la zona Metropolitana Veracruz - Boca del Rio. Consumir
un coctel de ostion crudo sin refrigerar (10 h) contaminado
con V. cholerae no-O1/no-0139 chxA+ y V. pararahaemolyti-
cus tdh+ en puestos ambulantes y en coctelerias, respectiva-
mente, representa un riesgo mayor.

Las estimaciones del riesgo de consumir ostiones
crudos recién cosechados indican que el porcentaje pato-
génico, el sitio de venta, la época estacional, el tiempo que
permanece el ostion sin refrigerar y la temperatura en el
almacenamiento postcosecha, influencian en la probabilidad
de enfermar. Los valores del riesgo estimado sugieren que el
riesgo a enfermar por consumo de ostién contaminado con
ambos patdgenos estuvo por arriba de la referencia estable-
cida porlaFDA. Los hallazgos obtenidos en esta investigacion
representan un punto de referencia para aplicar medidas de
control apropiadas y/o reglamentarias tales como la vigilan-
cia de la cadena fria y la normalizacién de los procesos de
desinfeccién avanzada del ostion después de su extraccion
que permitird prevenir brotes de enfermedades de origen

alimentario. Si las medidas para mitigar estos patégenos no
conducen a la reduccién del riesgo y el escenario del cambio
climatico empeora, las predicciones del riesgo a enfermar
podrian incrementarse. Por lo anterior, se puede considerar
a este alimento como inadecuado para el consumo de la
poblacién debido al riesgo potencial a la salud que repre-
sentan ambos patégenos, por lo que es necesario informar al
consumidor a fin de que considere modificar su preferencia
de consumo hacia alimentos mas seguros.
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RESUMEN

Algunas especies del género Trichoderma poseen la
capacidad de parasitar hongos patégenos de plantas. Esta
caracteristica propicia un alto potencial de uso en el control
de las enfermedades (antracnosis) causadas por hongos en
el fruto de aguacate postcosecha. Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion fue el aislamiento e identificacion de
cepas nativas de Trichoderma de cultivos de aguacate con
potencial antagonista in vivo e in vitro contra patégenos
de este fruto. Las cepas fueron aisladas de raiz y suelo del
huerto de aguacate en la localidad de Tanaxuri, Michoacan.
Se obtuvieron seis cepas y se caracterizaron como TSONM1
(Trichoderma spp.), TRONM2 (Trichoderma spp.), TSONM3
(Trichoderma spp.), TSONM4 (Trichoderma spp.), TSONM5
(Trichoderma spp.) y TSONM6 (Trichoderma harzianum).
Posteriormente, las cepas aisladas fueron confrontadas con
Neofusicoccum parvum, Colletotrichum gloeosporioides, Dia-
porthe sp. y Phomopsis perseae observdndose inhibiciones in
vitro mayores al 80 %. Mientras que en la evaluacion in vivo,
la cepa TSONM®6 (Trichoderma harzianum) presenté mayor
actividad antagénica contra C. gloeosporioides, Diaporthe sp.
y P. persea. Adicionalmente, los frutos de aguacate tratados
con TSONMS6, presentaron minimos porcentajes (< 2 %) de
pudricion de la pulpa y peduinculo. Por lo tanto, Thichoderma
harzianun podria ser una buena alternativa para el control
biolégico del aguacate en postcosecha.
Palabras clave: Antracnosis, control bioldgico, frutos de
aguacate, Trichoderma harzianum.

ABSTRACT

Some species of the genus Trichoderma have the abil-
ity to parasitize fungal plant pathogens. This characteristic
provides a high potential for use in the control of diseases
(anthracnose) caused by fungi in post-harvest avocado fruit.
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Therefore, the objective of this research was the isolation and
identification of native Trichoderma strains from avocado cul-
tures with antagonistic potential in vivo and in vitro against
pathogens of this fruit. The strains were isolated from the
root and soil of the avocado in the town of Tanaxuri, Micho-
acan. Six strains were obtained and characterized as TSONM1
(Trichoderma spp.), TRONM2 (Trichoderma spp.), TSONM3
(Trichoderma spp.), TSONM4 (Trichoderma spp.), TSONM5
(Trichoderma spp.) and TSONM6 (Trichoderma harzianum).
Subsequently, the isolated strains were confronted with Neo-
fusicoccum parvum, Colletotrichum gloeosporioides, Diaport-
he sp. and Phomopsis perseae, observing in vitro inhibitions
greater than 80 %. In the in vivo evaluation, the TSONM6
strain (Trichoderma harzianum) showed greater antagonistic
activity against C. gloeosporioides, Diaporthe sp. and P. persea.
Additionally, the avocado fruits treated with TSONM6, pre-
sented minimum percentages (< 2 %) of pulp and peduncle
rotting. Therefore, Thichoderma harzianun could be a good
alternative for postharvest biological control of avocado.
Key words: Anthracnose, avocado fruits, biological control,
Trichoderma harzianum.

INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill) variedad Hass, es
uno de los productos més exitosos de la exportacion agroali-
mentaria en México. En los ultimos anos la demanda mundial
de este fruto se incrementado considerablemente (SIAP,
2021). Los frutos de aguacate son susceptibles a enferme-
dades postcosecha como la antracnosis y a la pudricién pe-
duncular causada por varias especies de hongos incluyendo
a Neofusicoccum parvum, Colletotrichum gloeosporioides Dia-
porthe sp.y Phomopsis perseae (Hartill y Everett, 2002; Santos
et al,, 2011; Twizeyimana et al., 2013). Las enfermedades de
los frutos en postcosecha se manifiestan principalmente
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durante el proceso de maduracién y se potencian debido a
los dafos mecanicos, desérdenes fisioldgicos, temperatura
inadecuada de almacenamiento, largos periodos de refrige-
racion, época de cosechay edad del fruto, entre otros (Arpaia
etal., 2018; Bowen et al., 2018).

La antracnosis es la fuente principal de pérdidas pre
y postcosecha ya que ocasiona una reduccién en la calidad
y cantidad de los productos, y ocurre en la mayoria de las
zonas productoras de aguacate del mundo (Silva-Rojas y
Avila-Quezada, 2011). Las pérdidas pueden llegar hasta el
100 % dependiendo del patégeno y las condiciones climati-
cas (Landero-Valenzuela et al., 2016). El principal método se
basa en la aplicacion de fungicidas quimicos no biodegrada-
bles (Everett et al., 2011). Sin embargo, el empleo excesivo
de plaguicidas sintéticos esta ocasionando dafios en la salud
humana, el medio ambiente, la biodiversidad y la sequridad
alimentaria, lo que ha provocado un rechazo generalizado
hacia el control quimico de plagas en la produccién agricola
(Kniss y Coburn, 2015; Sarwar, 2015; lbrahim, 2016). Esta
problematica ha conducido a la busqueda de nuevas alter-
nativas para el manejo de enfermedades de plantas, que
sean ecoldgicas y econémicamente viables (Rios et al., 2016),
y con ello, reducir el impacto negativo de los agroquimicos al
medio ambiente (Companioni et al., 2019).

El control biolégico de enfermedades de plantas,
incluyendo patégenos fungicos, ha sido considerado como
un método alternativo viable para el control quimico (He-
ydari y Pessarakli, 2010). En este sentido, varias especies del
género Trichoderma son utilizadas como agentes de control
biolégico, debido a su adaptabilidad a diversas condiciones
ecoldgicas (Druzhinina et al., 2011), asi como a su habilidad
antagonica, conocida como hiperparasitismo necrotréfico o
micoparasitismo contra fitopatdgenos (Kubicek et al., 2011).
Ademas de los efectos beneficiosos que ocurren en las inte-
racciones con agentes patégenos, especies de Trichoderma
spp. presentan un efecto positivo en plantas mejorando sus
propiedades como la biomasa, rendimiento y calidad, en la
mayor parte de cultivos agricolas en donde se utilizan (Mesa-
Vanegas et al., 2019). Por otro lado, las especies del género
Trichoderma muestran un alto nivel de diversidad genética 'y
pueden ser utilizadas para producir una amplia gama de pro-
ductos de interés comercial y ecolégico (Lorito et al., 2010).

Por todo lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue caracterizar e identificar cepas de Trichoderma aisladas
directamente del cultivo de aguacate en huertos comerciales
en la localidad de Tanaxuri, Michoacan, asi como determinar
su efectividad en el control bioldgico de hongos causantes
de pudriciones postcosecha de aguacate.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y fitopatégenos

Se usaron frutos de aguacate Hass cosechados en
estado de madurez fisioldgica (21.5 % de materia seca, de
acuerdo con los limites establecidos de la Norma Mexicana
NMX-FF-016-SCFI-2006) en el afio 2018 obtenidos del huerto
orgénico Negrete, ubicado en la localidad de Tanaxuri, Mi-

choacén (Latitud 19° 25’ 2" Norte, Longitud 102° 3’0" Oeste).
Los fitopatdgenos utilizados en la presente investigacion
(Neofusicoccum parvum, Colletotrichum gloeosporioides, Dia-
porthe sp.y Phomopsis perseae), fueron obtenidos del cepario
del laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agrobiolo-
gia de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
campus Uruapan Michoacan; aislados a partir de frutos de
aguacate postcosecha colectados en huertos aguacateros en
Uruapan Michoacan.

Aislamiento de cepas de Trichoderma

El aislamiento de cepas se realizé de acuerdo con la
metodologia propuesta por Ceja-Torres et al. (2000). Se co-
lectaron muestras de 150 g de suelo y raiz (tomando de los
primeros 15 cm de profundidad). De las raices se realizaron
cortes de 1 cm? y, se desinfestaron con un lavado con hipo-
clorito de sodio al 2 % por 3 min, posteriormente los cortes
se lavaron dos veces con agua destilada estéril agitando
hasta lograr una mezcla homogénea y se colocaron en cajas
petri con agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés,
BD Bioxon) suplementado con 0.025 mg/mL de cloranfenicol
(Sigma) y se incubaron a 28 °C durante 2 a 4 dias. Los creci-
mientos obtenidos se transfirieron en nuevas cajas Petri con
medio PDA, utilizando un asa de platino, posteriormente,
se realizé el aislamiento de colonias individuales a través
de cultivos monospdéricos. Para los aislamientos a partir de
muestras de suelo, se pesaron 10 g y se suspendieron en
90 mL de agua destilada estéril. Finalmente, se efectuaron
diluciones seriadas hasta obtener una concentracion de 1
x 10* conidios por mL. Se tomaron 20 pL de la dilucién y se
sembraron en cajas de Petri con medio PDA con 0.025 mg/
mL de cloranfenicol. Para asegurar la autenticidad y pureza
de las cepas obtenidas, se realizaron cultivos monoconidiales
como indica Samuels et al. (2006).

Caracterizacion e identificacion de las cepas aisladas de
Trichoderma

A) Caracterizacion morfoldgica. Tradicionalmente se
examinaron i) caracteristicas macroscépicas de la colonia
(crecimiento radial, color del micelio, presencia de pigmentos
difusibles, anillos concéntricos), y ii) caracteristicas microscé-
picas (forma y tamafio de conididforos, fialides, conidios y
clamidosporas), basadas en Samuels et al. (2002 y 2012).

B) Identificacion molecular. La identificacion mole-
cular se baso en la amplificacion por PCR de fragmentos de
la region del ADN (regiones ITS) y del factor de elongacién
1-alfa (Tef 1-a). La extraccion del ADN gendmico se realizd
empleando el protocolo descrito por Cenis (1992). Para la
amplificacion por PCR se utilizaron los oligonucledtidos
reportados por Chakraborty et al. (2010) para la region
del ADNr [ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4
(5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)], y los reportados por
Komon-Zelazowska et al. (2007) para el gen Tef 1-a [tef 728f
(5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3") y tef 1R (5-GCCATCCTT-
GGGAGATACCAGC-3")].En cada reaccion de PCR se utilizaron
20 ng de ADN, buffer 1 X, 3 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs,
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0.6 uM de cada iniciador, 0.2 U de Taq polimerasa (Platinum’
Tag DNA polymerase, Invitrogen), para un volumen final de
20 uL. Las condiciones de amplificacion para ambos frag-
mentos incluyeron una desnaturalizacién inicial a 95 °C por
5 min, sequida de 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 2 min,
72 °C por 1 min, y una extension final a 72 °C por 10 min. Los
fragmentos de ADN amplificados se recuperaron por electro-
foresis en gel agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio y
visualizado en transiluminador (marca: Labnet; modelo: TM-
26) posteriormente los fragmentos se purificaron utilizando
el kit “PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification”
(Invitrogen). Se obtuvo la secuencia en ambas direcciones de
los fragmentos purificados (Laboratorio LANGEBIO — CINVES-
TAV Irapuato, Gto.) y las secuencias se compararon, con las
secuencias nucleotidicas de hongos de la base de datos del
National Center Biotechnology Information (NCBI) emplean-
do la herramienta BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST).

Evaluacioén in vitro de la capacidad antagonica de Tricho-
derma

Para conocer la capacidad de inhibicion las cepas de
Trichoderma sobre los hongos fitopatégenos empleados, se
realizaron pruebas de confrontacion, usando el protocolo
descrito por Ibarra-Medina et al. (2010) con ligeras modifica-
ciones. Se activaron las cepas monoconidiales a 28 °C duran-
te 96 h en medio PDA. Para la confrontacion, se colocaron
discos de micelio de (5 mm de diametro) de Trichoderma
creciendo en PDA en un extremo de una caja de Petri y del
hongo fitopatégeno en el extremo opuesto. Posteriormente,
se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Los ensayos se realizaron
por triplicado. Se tomaron lecturas cada 12 h para determi-
nar el nUmero de horas al primer contacto entre las hifas del
antagonista y el fitopatdgeno, asi como el comportamiento
en general. Se midi6 el crecimiento de ambas colonias (cm) y
se evalué el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
radial (ICR), basandose en la siguiente férmula:

CREC.DE LA CEPAANTAGONISTA (CM)
*
6.5

% ICR = 100

Donde: CREC= crecimiento radial de la cepa antago-
nista (cm), 6.5 = distancia en cm entre los puntos de siembra
de las cepas de Trichoderma y el fitopatdgeno.

Evaluacioén in vivo de la capacidad antagénica de Tricho-
derma harzianum (TSONMG6)

Con el fin de realizar estudios de inhibicion en el
fruto de aguacate, se obtuvieron los conidios de la cepa que
presenté mayor capacidad in vitro e identificada molecular-
mente T. harzianum y se procedié de acuerdo a la metodo-
logia propuesta por lbarra-Medina et al. (2010). Se cultivd T.
harzianum en medio PDA a 28 °C por siete dias y se verificé la
producciéon de conidios. Posteriormente, a la placa de Petri se
le anadieron 10 mL de tween 80 estéril a una concentracién al
0.1 %Yy se estrié con una espatula de Drigalsky para la recupe-
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racion de los conidios. Seguido de esto, se filtré la suspension
de conidios, recuperandose en un matraz Erlenmeyer de 50
mL, a través de una fibra de poliéster para eliminar restos de
micelio. Los conidios se contabilizaron en cdmara Neubauery
se mantuvieron en tween 80 a una concentracién de 0.01 % a
4 oC hasta su uso. Los hongos fitopatdgenos se cultivaron en
PDA, a 25 °C por 7 dias.

Posteriormente, para realizar el ensayo in vivo (frutos)
se siguié el protocolo descrito por Janisewicz et al. (1988),
con algunas modificaciones. En condiciones controladas y en
frutos uniformes en cuanto a tamafo y madurez fisioldgica,
se llevé acabo la inoculacién de una concentracién de 1 x
108 conidios por mL de T. harzianum en el area peduncular
del fruto de aguacate con madurez fisioldgica, previamente
desinfestado (por inmersién en una solucion de hipoclorito
de sodio al 2 % durante 3 min, se enjuagaron con agua
destilada estéril y se secaron por escurrimiento). Se realiz6 la
inoculacién de cada uno de los fitopatégenos colocando un
disco de PDA de 5 mm con crecimiento activo en la misma
zona en donde se inocularon los conodios de Trichoderma.
Posteriormente, se incubaron por 7 diasa 18 + 2°Ca 95 % de
humedad relativa. El experimento se dividié en cuatro grupos
por triplicado. Tratamiento 1: Testigo (conidos de T. harzia-
num); Tratamiento 2: Testigo del fitopatégeno (disco de PDA
con micelio de fitopatdgeno); Tratamiento 3: Confrontacion
(conidios de T. harzianum mas disco de PDA con micelio de
fitopatdgeno) y Tratamiento 4: Agua destilada estéril.

Al concluir el periodo de incubacion se evalué el
efecto de los indculos en las areas pedunculares a través
de la comparacion de cortes longitudinales en los frutos y
se determiné el porcentaje de dafos basados en escalas
de pudriciones de pedunculo y cuerpo del fruto (Figura 1;
Ochoa, 2014). Todos los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado.

Analisis estadistico.

Se llevod a cabo un diseio factorial. Los datos fueron
sometidos al analisis de varianza (ANOVA), seguidos de la
prueba de la minima diferencia significativa (LSD) con un
nivel de confianza del 95 %, usando el programa Statgraphics
Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
USA). Todos los experimentos se llevaron a cabo por tripli-
cado.

RESULTADOS
Aislamiento e identificacion de las cepas de Trichoderma
Se obtuvieron seis aislamientos de cepas nativas de
suelo y raiz, de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas
(micro y macroscopicas) se identificaron como de Trichoder-
ma sp. (Tabla 1). Se analizaron los conidios, fidlides, hifas y
conidiéforos presentes en el soma vegetativo. De acuerdo
con la velocidad de crecimiento observada en cada aislado,
se seleccioné la cepa TSONMS, para ser identificada molecu-
larmentey utilizada en el ensayo in vivo. Al efectuar el anélisis
de la secuencia, se identificdé como Trichoderma harzianum,
mostrando un amplicén de 600 pb para ambos fragmentos,
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Figura 1. Escala de porcentaje de pudricidn del cuerpo del fruto (A) y del pedtinculo (B) del fruto de
aguacate. Imagen adaptada del compilado de la guia realizada por Ochoa (2014).
Figure 1. Rottage percentage scale of fruit body (A) and peduncle (B) of avocado fruit. Image adapted

from the compilation of the guide made by Ochoa (2014).

evidenciando una identidad del 99.59 y 96.43 % con ambos
marcadores (ITS y gen Tef 1-q, respectivamente) (Tabla 2).

Evaluacion in vitro de la capacidad antagdnica de las
cepas de Trichoderma

Los aislados de Trichoderma TSONM1, TRONM?2,
TSONM3, TSONM4, TSONMS5 y T. harzianum presentaron
diferentes niveles de actividad antagoénica contra los fitopa-
tégenos ensayados (N. parvum, C. gloeosporioides, Diaporthe
sp. y P. perseae). La confrontacién, permitié evidenciar a
la cepa de T. harzianum con mayor capacidad antagénica
frente a N. Parvum con 88.8 % de inhibicion, misma que fue
estadisticamente significativa al igual que la cepa TSONM3 'Y
TSONMS5. Por otro lado, el resto de las cepas se mantuvieron
en el rango del 73.8 al 77.2 % (Tabla 3), no observandose
diferencias significativas entre ellas.

En la confrontacion de las cepas aisladas contra C.
gloeosporioides (Tabla 3), se determind que las cepas de
mayor actividad antagénica fueron TSONM1, TRONM2 y
TSONMS3 con 75.0 % de inhibicidn, no mostrando diferencias
significativas entre ellas al igual que las cepas TSONM5 y T.
harzianum que formaron el mismo grupo pero que presenta-
ron un 72.7 'y 73.8 % de inhibicidn, respectivamente. En tanto
a las cepas que dieron mayor inhibicion en la confrontacién
de Diaporthe sp. (Tabla 3) fue T. harzianum con un 82.2 %, y
de acuerdo al andlisis estadistico fueron estadisticamente
similares a las cepas TSONM1, TSONM3 y la TSONMS5 al no
mostrar diferencias significativas. Por ultimo, en la confron-
tacion con P. perseae (Tabla 3), las cepas TSONM1, TSONMS3,
TSONM4, TSONM5 vy T. harzianum fueron estadisticamente
iguales en cuanto a su actividad de inhibicién, presentando
porcentajes de inhibicion entre 80.0 — 84.4 %. Se encontré
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Tabla 1. Aislamiento e identificacion de cepas nativas de Trichoderma de Tanaxuri, Michoacan.
Table 1. Isolation and identification of native Trichoderma strains from Tanaxuri, Michoacan.

Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas macroscopicas

Formay color de la hifa fungica
tipica, fidlide (largas, delgadas,
solitarias a lo largo del eje,
asimétricas), forma y color
de los conidioforos (diversas
ramificaciones con aspecto
piramidal), forma y color de
los conidios (citriformes y
subglobosos) y clamidosporas
de forma individual.

Velocidad de crecimiento
rapido, color del micelio que
es eventualmente blanco
y se torna verde intenso y
abundante, con la formacion
de masas conidiales en anillos
concéntricos.

Codigo Material Cepa identificada
TSONM1 Suelo Trichoderma spp.
TRONM2 Raiz Trichoderma spp.
TSONM3 Suelo Trichoderma spp.
TSONM4 Suelo Trichoderma spp.
TSONM5 Suelo Trichoderma spp.
TSONMG6 Suelo Trichoderma
harzianum*

*Caracterizado molecularmente.

Tabla 2. Identificacién molecular de la cepa de Trichoderma harzianum.
Table 2. Molecular identification of the Trichoderma harzizanum strain.

Region ITS Gen Tef 1-a
Cédigo Cepa identificada Numero de accesion Numero de accesion
A o .
% Identidad (GenBank) % Identidad (GenBank)
TSONM6 Trichoderma harzianum 99.59 ON407085 96.43 ON423614
Accesado el 6 de junio de 2022.
Tabla 3. Porcentaje de inhibicion in vitro de las cepas de Trichoderma contra los fitopatégenos.
Table 3. Trichoderma strains in vitro inhibition percentage against phytopathogens.
Porcentaje de inhibicion
Cepa aislada
Neofusicoccum parvum  Colletotrichum gloeosporioides Diaporthe sp. Phomopsis perseae
TSONMT1 76.6 +1.6° 75.0 +0.0° 77.2 +£2.5% 80.0 +2.9%°
TRONM2 73.8+3.4° 75.0+£0.0° 7545 4k 1407 7Y de 25°
TSONM3 78.8 + 4.2 75.0+0.0° 783 +1.7%® 844 +1.9°
TSONM4 75.0 +£0.0° 71.1+£1.0° 76.1 +3.8° 81.1+2.5%®
TSONM5 77.2 + 8.6 72.7 £1.9%® 80.0 + 4.4 83.3 + 5.0
TSONMG6 (Trichoderma
harzianum) 88.8 +5.4° 73.8+1.9% 82.2+3.8° 82.2 +5.4®

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).

que todas las cepas nativas de Trichoderma fueron efectivas
al controlar a los cuatro hongos fitopatégenos. Sin embargo,
es importante destacar que la cepa de T. harzianum mostré
actividades deinhibicion superiores al 80 % contra N. parvum,
Diaporthe sp. y P. perseae, aunado a esto, al ser la cepa que
se caracterizé molecularmente, se selecciond para continuar
con los estudios in vivo en el fruto de aguacate.

Evaluacioén in vivo de la capacidad antagénica de Tricho-
derma harzianum (TSONM®6)

De acuerdo a la escala de porcentaje de pudricion
del cuerpo del fruto y del pedunculo del fruto de aguacate
(Figura 1). Los hongos fitopatégenos mejor inhibidos por la
cepa antagonica de T. harzianum a siete dias de incubacion
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fueron C. gloeosporioides, Diaporthe sp.y P. persea con apro-
ximadamente 90 % de inhibicidon, no habiendo diferencia
significativa entre ellos (p > 0.05) (Figura 2). La cepa de T.
harzianum mostré menor eficiencia para inhibir a N. parvum
cuyo porcentaje de inhibicion fue de 30 %. Por otro lado, al
comprobar el comportamiento de la cepa de T. harzianum'y
los fitopatégenos en frutos de aguacate, se demostré que N.
parvum y P. perseae presentaron mayor agresividad en la for-
ma de colonizar la pulpa en los frutos con pudricién de 83.3
y 66.7 %, respectivamente (Figura 3), y en menor medida C.
gloeosporioides y Diaporthe sp. mostraron entre un 30y 23.3
% de pudricién, respectivamente (Figura 3). Por el contrario,
en los frutos testigos en el cual se inoculé la cepa de T. harzia-
num, no se desarrollaron sintomas de pudricién.
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Figura 2. Inhibicién in vivo de la cepa nativa Trichoderma harzanium
(TSONMB®) contra los diferentes fitopatogenos. Letras diferentes entre los
distintos patoégenos indican diferencia significativa (p < 0.05).

Figure 2. In vivo inhibition of the native strain Trichoderma harzanium
(TSONMG) against the different phytopathogens. Different letters between
the different pathogens indicate significant differences (p < 0.05).
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Figura 3. Porcentaje de pudricién en frutos de aguacate inoculados con
fitopatégenos y la cepa antagénica TSONM6 (Trichoderma harzanium).
Letras diferentes entre los distintos patégenos indican diferencia
significativa (p < 0.05).

Figure 3. Rottage percentage in avocado fruits inoculated with
phytopathogens and the antagonistic strain TSONM6 (Trichoderma
harzanium). Different letters between the different pathogens indicate
significant differences (p < 0.05).

DISCUSION
Aislamientos de Trichoderma

El aislamiento del género Trichoderma obtenido de los
sitios de interés para este estudio, prevalecié en suelo como
material de procedencia. Al igual que en el estudio de Zafari
etal. (2013), se aislaron cepas de Trichoderma lo cual sugiere
que hay un amplio dominio de este género sin importar el
cultivo ni las condiciones bidticas y abioticas. Trichoderma es
facilmente aislado del suelo por métodos convencionales,
en gran parte debido a su rapido crecimiento, abundante
conidiacion, formacion de clamidosporas y colonizacion de
sustratos organicos, lo que facilita un rapido desarrollo en va-
rios sustratos (Gupta et al., 2014). Sin embargo, el aislamiento
de Trichoderma, puede deberse a varios factores limitantes,
por lo que se puede atribuir a la época de invierno en que
se efectuaron los muestreos, los cuales se caracterizan por
temperaturas bajas y humedades relativas altas. Sin embar-
go, Trichoderma puede ser afectado por la interaccion con
diversos factores bidticos y abidticos (actividad de agua,

temperatura, oxigenacion y pH), mismos que comprometen
su desempefio como biocontrolador (Santamarina et al.,
2006; Martinez et al., 2013). Aunado a lo anterior, la cantidad
de materia organica, asi como las condiciones climaticas, ed-
aficas y geogréficas que se tienen en la region de Michoacén,
pueden afectar el desarrollo y desempeiio de Trichoderma.
Wang et al. (2016), mencionan que la ocurrencia de la especie
de Trichoderma es modulada por varios factores incluyendo
microclima, la disponibilidad de sustratos, asi como también
interacciones de complejos ecolégicos.

Identificacion de las cepas aisladas de Trichoderma

Aunque los microorganismos pueden ser identifi-
cados basados en sus caracteres morfoldgicos, las técnicas
moleculares son hoy en dia, mas ampliamente utilizadas, y
en general, son herramientas mas aceptadas para la identifi-
cacion ya que ofrecen informacién rapida y confiable para el
estudio de identidad (Gajera y Vakharia, 2010). Las secuencias
de espaciadores transcritos internos (ITS) y regiones como el
factor de elongacién 1-a (Tef 7-a) son las mas utilizadas en la
identificacion, las cuales actiian como huellas dactilares en la
identificaciéon de los hongos (Fernandez-Ortuno et al., 2010).

La amplificacion del segmento de interés fue similar a
lo obtenido por Alvarado-Marchena y Rivera-Méndez (2016),
quien aislé e identifico molecularmente cepas Trichoderma
en areas de produccion de ajo y cebolla. Por la alta similitud
obtenida en el alineamiento multiple de las secuencias, se
comprueba que los marcadores ITS y Tef 1-a son técnicas
confiables para la identificacion de Trichoderma spp. (Rios et
al., 2016; Wang et al., 2016). El uso de la base de datos (Gen-
Bank NBCI) demostré que, a través de la region amplificada
de ADN de las cepas estudiadas, fue factible determinar la
identidad que oscilaron entre 99.59 y 96.43 % con las espe-
cies identificadas como Trichoderma harzianum en la base
de datos. Esta especie es usada ampliamente para el control
bioldgico de patdgenos de plantas (Steindorff et al., 2014;
Troian et al., 2014).

Capacidad antagénicainvitro delas cepas de Trichoderma
El aislamiento de hongos por si solo no es una garantia
de que estos aislados sean buenos antagonistas, por lo que
es necesario llevar a cabo estudios in vitro e in vivo para de-
terminar su capacidad antagonica frente al fitopatdogeno de
interés (Hernandez-Lauzardo et al., 2007). Ademas, evaluar su
efectividad bioldgica en plantas bajo diferentes condiciones.
Lo anterior, permitira validarlos al momento de aplicarlos en
ensayos en condiciones de campo (Hernandez-Melchor et al.,
2019). El crecimiento del antagonista de T. harzianum reflejo
la habilidad de adaptarse a condiciones de crecimiento in
vitro y de colonizar rdpidamente un espacio determinado,
resultados similares fueron obtenidos en el estudio de Singh
et al. (2014) con cepas de Trichoderma spp. contra Colleto-
trichum falcatum Went. Lo que favorecioé la inhibicion del
crecimiento de los hongos fitopatdgenos, situacién que se
demostré en las primeras horas del enfrentamiento.
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Krauss et al. (2010) mencionan que los bioensayos
realizados con Trichoderma han sido efectivos y que, por su
naturaleza, el control biolégico no elimina, sino que reduce
las poblaciones del patégeno y, como consecuencia, reduce
la incidencia de la enfermedad. No obstante, a pesar de las
potencialidades de estos antagonistas autéctonos, profun-
dizar en el conocimiento de los mecanismos especificos a
través de los cuales ejercen su accion, ayudara a mejorar su
efectividad cuando sean aplicados como inoculantes micro-
bianos (Villamil et al., 2015). Las propiedades antagénicas de
Trichoderma hacia hongos patdgenos se basan en la activa-
cién de multiples mecanismos que incluyen la competencia
por nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la antibiosis, la
promocion del crecimiento vegetal, e induccién de respues-
tas de defensa vegetal (Albes-de-Aguiar et al., 2014; Vargas-
Hoyos y Gilchrist-Ramelli, 2015). La aplicacion de Trichoder-
ma es basada en el entendimiento de estos mecanismos de
accion contra un largo set de bacterias y hongos, en ciertos
casos infecciones virales (Keswani et al., 2014), lo que le per-
mite ser un buen candidato para el control biolégico debido
a los diferentes modos de accion que tienen para inhibir el
crecimiento de otros hongos.

Se ha reportado que Trichoderma excreta una varie-
dad de metabolitos secundarios con la finalidad de inducir
la comunicacién molecular mediante la induccién de las
senalizaciones quimicas, contribuyendo al establecimiento
de interacciones con otros microorganismos en diversas vias
para el control de los patégenos (Keswani et al., 2014). Algu-
nos de los metabolitos secundarios de importancia agricola
sintetizados por especies de Trichoderma se relacionan con
compuestos volatiles y no volétiles con actividad antimicro-
biana y defensa vegetal, destacando diterpenos tetraciclicos
(harziandiona), sesquiterpenos (tricotecenos y tricodermina),
y el triterpeno viridin (Zeilinger et al., 2016), que confieren sus
propiedades como agente de biocontrol hacia organismos
fitopatdgenos (Asad et al., 2015; Chen et al., 2016).

Capacidad antagonica in vivo de Trichoderma harzianun
(TSONMe6)

La cualidad natural que ejercen los antagonistas
sobre los diversos fitopatdogenos en la actualidad a ganado
utilidad, no obstante, para aplicarlos de forma exitosa es
primordial discernir los diversos mecanismos de acciéon que
presentan las cepas. Uno de los principales mecanismos es
que, Trichoderma parasita las células del patdbgeno y degrada
su pared celular, la retraccién de la membrana plasmatica y
desorganizacién de citoplasma (Romero-Cortes et al., 2015),
por la accién hidrolitica de enzimas como quitinasas y glu-
canasas; otro mecanismo reportado para este hongo es la
antibiosis. Cabe mencionar que los metabolitos secundarios
producidos por Trichoderma dependen del tipo de cepa y
se han clasificado en tres categorias: 1) antibidticos volatiles
como 6-pentil-a-pirona y aquellos derivados del isocianuro;
2) compuestos solubles en agua (acido heptenoico) y 3) oli-
gopéptidos ricos en acido y-aminobutirico (Khan et al., 2020;
Thapa et al.,, 2020).
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El dafo ocasionado por los patdégenos fungicos en
frutos postcosecha fue observado a diferentes grados, lo que
se relaciona con una dependencia de factores extrinsecos
tales como tiempo de exposicién, temperatura y humedad.
Aunado a estos factores se encuentra el ciclo vital propio de
cada patégeno. No siempre se ha observado consistencia al
extrapolar los resultados del laboratorio a condiciones in situ.
Se han obtenido respuestas contradictorias cuando se trata
de relacionar el dafno celular en el fruto con el compuesto
producido por el antagonista (Hernandez-Lauzardo et al.,
2007).

Dominguez-Guerrero et al. (2012), encontraron que
las diferentes especies de Colletotrichum spp. tienen gran
variabilidad genética y molecular, causando que el grado de
daino sea variable entre ellas. Por esta misma razén, Trinidad-
Angel et al. (2017) observaron que los primeros signos de la
antracnosis en la evaluacion in vivo comenzaron a aparecer
entre el tercer y cuarto dia de incubacién y el dafo fue en
aumento al comenzar la maduracion del fruto. Lo que puede
deberse a que se trata de una enfermedad latente; es decir,
la infeccién se presenta en estados tempranos del desarrollo
del fruto e incluso desde la floracién, y se mantiene latente
hasta que el fruto alcanza las condiciones 6ptimas como son
la maxima produccién de etileno, misma que desencadena
eventos enzimaticos que estimulan el desarrollo del hongo,
asi como la disminucién de la concentracién de algunos
compuestos que inhiben el desarrollo del mismo (Alarcén-
Restrepo y Chavarriaga-Montoya, 2007).

Por otro lado, en este estudio se visualizd6 una mayor
susceptibilidad a la infeccion por N. parvum. Ochoa (2014)
menciona que, durante la maduracién, los niveles de com-
puestos antifungicos en el fruto declinan, lo que permite que
se active el crecimiento del hongo. Las células mas externas
de la cuticula y de la pulpa son colonizadas, llevando el de-
sarrollo de los sintomas. Considerando que la inoculacion de
fitopatdgeno sobre los frutos tuvo una concentracion de 1 x
10° de esporas por mL, seria importante considerar lo men-
cionado por Gupta et al. (2014), donde describe que, en su
mayoria, los productos comerciales del mercado se formulan
con una concentracién de antagonista entre 1 x 108y 1 x 10°
UFC esporas viables/gramo de producto formulado. Por lo
que T. harzianum (TSONM®6) podria ser una buena alternativa
para el control biolégico del aguacate en postcosecha.

CONCLUSIONES

Se logro aislar e identificar a nivel género seis cepas
de Trichoderma de raiz y suelo de cultivos de aguacate, con
la capacidad de inhibir in vitro a los patégenos N. parvum, P.
persea, C. gloeosporioides y Diaporthe sp. La cepa TSONMS,
identificada molecularmente como Trichoderma harzianum,
mostré la mayor capacidad antagdnica principalmente con-
tra los patégenos del aguacate C. gloeosporioides, Diaporthe
sp.y P. persea. Por lo tanto, esta cepa puede utilizarse en fru-
tos de aguacate postcosecha para el control de la antracnosis
y asi aumentar la calidad y cantidad de este cultivo, impac-
tando significativamente en la economia. Sin embargo, aun
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falta discernir los mecanismos de accién precisos implicados
en la actividad de esta cepa en el control biolégico, lo que
permitird seleccionar cepas nuevas, eficaces y que a la vez
facultara un uso adecuado en el cultivo de aguacate.
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RESUMEN

El cancro bacteriano es una de las enfermedades del to-
mate (Solanum lycopersicum), la cual es causada por la bacteria
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). En el
presente trabajo se realizd la identificacion de Cmm mediante
PCR de punto final utilizando los primers CMM5F y CMMG6R. Se
evalud la efectividad de los extractos metandlicos de Agave
striata y Fouquieria splendens sobre Cmm in vitro e invernadero,
asi también se obtuvo informacion acerca de la composicion de
fitoquimicos presentes en las plantas. El ensayo in vitro se realiz6
mediante la técnica de microdiluciéon en placa desde los 3.9
mg/L a 1000 mg/L, se determin¢ la Ci, y Ci, de cada extracto
. En el experimento en invernadero se evalud el efecto de los
extractos y un producto organico “Biobacter” contra Cmm, se
calculd laincidencia, severidad y parametros morfométricos. Los
resultados in vitro indicaron que los extractos de F. splendens 'y A.
striata presentan inhibicion sobre el fitopatogeno, sin embargo,
el extracto de F. splendens mostro control a menores concentra-
ciones que con A striata. El ensayo en invernadero demostré que
la incidencia, severidad y parametros morfométricos fue menor
con el extracto de F. splendens, asi después con el producto
Biobacter.
Palabras clave: Clavibacter michiganensis subsp. michiganen-
sis, tomate, extractos metandlicos, efectividad bioldgica.

ABSTRACT

Bacterial canker is one of the tomatoes (Solanum
lycopersicum) diseases caused by the bacterium Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). In this study,
Cmm was identified by end-point PCR using the primers
CMM5F and CMMB6R. The efficacy of methanolic extracts of
Agave striata and Fouquieria splendens on Cmm in vitro under
greenhouse conditions was evaluated, as well as information
about the composition of phytochemicals present in plants.
Theinvitro assay was performed using the plate microdilution
technique from 3.9 mg/L to 1000 mg/L, the Ci,, and Ci,, of
each extract was determined. In the greenhouse experiment,
the effect of the extracts and an organic product “Biobacter”
against Cmm was evaluated on incidence, severity, and
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morphometric parameters. The in vitro results indicated that
the extracts of F. splendens and A. striata showed inhibition
on the phytopathogen. The greenhouse trial showed that
the incidence, severity and morphometric parameters were
lower with F. splendens extract, subsequently, with Biobacter
product.

Keywords: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
tomato, methanolic extracts, biological effectiveness.

INTRODUCCION

El tomate es una de las hortalizas mas importantes a
nivel mundial; con una superficie cultivada durante el 2020 de
5,051,983 hay una produccién de 186,821,216 t. Los principales
paises productores de tomate son China, India, Turquia, Estados
Unidos y Egipto, en tanto que México ocupa el noveno lugar en
produccion de 4,137,342 t y una superficie sembrada de 84,926
ha (FAO, 2020). México contribuye con el 19 % de volumen de
las exportaciones a nivel mundial, ubicandolo como el principal
pais exportador por encima de Espana (14 %) y Paises Bajos
(13 %) (FAOSTAT, 2020). La produccion del cultivo del tomate
es afectada por diversos problemas fitosanitarios causados por
plagas insectiles y microrganismos fitopatégenos tales como
hongos, nematodos, bacterias y virus (Arie et al, 2007). Las
enfermedades bacterianas son unas de las principales proble-
maticas debido a su capacidad de infectar y la dificultad para
ser controladas en los sistemas de produccion (Calleros, 2013).
Entre las principales especies bacterianas responsables de en-
fermedades en el tomate se encuentran Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pst), Ralstonia solanacearum (Rs), Agrobacterium
tumefeciens (At), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)
y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) (Koike
et al., 2007; Lépez, 2017). Cmm es conocida como “el cancer” o
“cancro bacteriano” (Davis et al., 1984), es una de las principales
especies de interés econémico por el alto grado de pérdidas que
ocasiona en el cultivo de tomate (de Ledn et al., 2011; Nandi et
al.,2018), las cuales pueden alcanzar el 100 % si no es controlada
(EFSA, 2014; Hadas et al., 2014; FIRA, 2016). Su principal fuente
de indculo es la propagacién por medio de semillas infectadas,
trasplantes de plantas infectadas, y restos de la planta localizada
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en el suelo (Gartemann et al., 2003; Kawaguchi et al., 2010). Esta
especie muestra una gran variabilidad en la virulencia (Alvarez et
al.,2004), pudiendo sobrevivir en restos de plantas hasta por dos
anos (Fatmi y Schaad, 2002; Sen et al., 2018). Las estrategias de
control disponibles para Cmm son principalmente la prevencién
y exclusion (Xu et al., 2010; De Ledn et al., 2011), la soluciones se
basan en la rotacion del cultivo, buenas practicas agricolas y el
uso de semillas sanas (Sen et al., 2015; Tireng-Karut et al., 2019).
Por su parte los productos quimicos no han sido eficientes
(Balestra et al., 2009), siendo el uso de compuestos cupricos y
de antibidticos los que han mostrado mayor efecto sobre el pa-
tdégeno (Milijacevic et al., 2009), sin embargo, sus efectos toxicos,
su potencial de acumulacién en los suelos y su capacidad para
inducir resistencia en los microorganismos fitopatégenos hacia
los ingredientes activos, no permite su uso en la agricultura
de algunos paises. Debido a lo anteriormente mencionado, se
realizan trabajos de investigacién para desarrollar alternativas
orgdnicas, amigables con el medio ambiente y que no generen
resistencia en los microorganismos (Basim et al., 2000; Sarwar,
2015), mediante extractos de plantas y sus principios activos por
sus diversos efectos antimicrobianos (Scarpari et al., 2017; Valdés
etal., 2017; Simonetti et al., 2020; Bahaman et al., 2021). Siendo
las plantas del género Agave una de las que han mostrado ac-
tividad antibacteriana (Krishnaveni, 2017; Lépez-Romero et al.,
2018; Camacho-Campo et al., 2020); asi también como la especie
Fougquieria splendens (Rodriguez-Garza, 2010; Vega-Menchaca et
al., 2013). Agave striata es una especie endémica de México, y
su distribucién se encuentra en el Desierto Chihuahense desde
el estado de Hidalgo hasta Coahuila (Trejo et al., 2016), por su
parte Fouquieria splendens es la especie mas distribuida de la fa-
milia Fouquieriaceae y se puede encontrar desde el suroeste de
los Estados Unidos, y en México se encuentra en los desiertos de
Chihuahua y Sonora, desde San Luis Potosi y Tamaulipas hasta
la parte sur de Zacatecas, Querétaro e Hidalgo (Nevérez-Prado
etal., 2021). Los objetivos del presente trabajo son; determinar
la presencia de fitoquimicos en los extractos metandlicos de las
hojas de A. striata y de los tallos de F. splendens, y determinar su
actividad antibacteriana in vitro e invernadero contra Cmm en
tomate.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de Cmm

La cepa de Cmm se obtuvo de plantas de tomate
Saladette variedad Rio grande, de la zona productora de
tomate del municipio de Ahome, en el Estado de Sinaloa.
Se obtuvieron muestras de tallos y hojas con sintomas ca-
racteristicos de la enfermedad, ya que mostraban presencia
de chancros en los tallos y marchitamiento marginal en los
foliolos (Gartemann et al., 2008), en el laboratorio de Mico-
logia y Biotecnologia del Departamento de Parasitologia de
la UAAAN las muestras se desinfectaron con una solucion de
cloro al 3 % durante 3 min, posteriormente se enjuagaron con
agua destilada estéril tres veces y se dejé secar sobre papel
estraza estéril. Una vez secas, las muestras se maceraron en
bolsas de maceraciéon con agua destilada estéril, posterior-
mente se tomd un tubo cénico con 9 mL de agua destilada

estéril y se le agrego 1 mL de liquido de la maceracién de las
muestras, de este se realizé una dilucién de 10, y posterior-
mente se sembré en un medio King B (KB) y se re-aislaron las
colonias con crecimiento similar al de Cmm, se eligieron las
que presentaron las colonias amarillas, mucoides convexas,
a las cepas aisladas se les realizaron pruebas bioquimicas,
propuestas por Shaad et al. (2001).

Identificacion molecular de Cmm

Se realiz6 la extraccién de ADN de acuerdo con la me-
todologia de Doyle y Doyle (1990), con algunas modificacio-
nes. Para la reaccion de la PCR de punto final se utilizaron los
primers marca Probiotek CMM5F (5°'GCGAATAAGCCCATAT-
CAA3") y CMMB6R (5'CGTCAGGAGGTCGCTAATA3) especificos
para este patégeno, derivados del gen de patogenicidad
pat-1 (serina proteasa) presente en el plasmido pCM2, cuyo
tamano de amplicén es de 614 pb aproximadamente (Dreier
et al., 1995). En la reaccion de PCR se emplearon 7 uL de
Taq&GoT Mastermix (MB Biomedicals), 5 pL de cada primer
y 1 uL de ADN. Las condiciones para relalizar la amplificacion
requieren de una tempreatura inicial de 95 °C durante 3 min,
94° por 30 seg, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 miny 72 °C por 5
min, con un total de 30 ciclos, en un termociclador MaxyGe-
ne (AxyGen, USA). Posteriormente se realizo la electroforesis
mediante un buffer TBE 1X con un gel de agarosa al 1.2 %,
para la visualizacion del gel se utilizé un fotodocumentador
UVP.

Colecta de plantas

Se colectaron plantas de A. striata y F. splendens, ubi-
cadas en el municipio de General Cepeda, Coahuila, México
(25°21'31.09'N y 101°27'54.91"0 a 1525 m.s.n.m.), durante el
mes de Mayo del 2021. Se depositaron en bolsas de estraza
para su traslado al laboratorio de Micologia y Biotecnologia
del departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). En el laboratorio las
plantas se lavaron con agua corriente, se secaron y se separaron
las partes areas de las raices. Posteriormente las partes aéreas de
las plantas se colocaron en una estufa de secado (Arsa AR-130D,
México) a 60 °C hasta presentar peso constante. Finalmente,
cada planta se trituré con un molino (Surtek Mogra1, México),
se pasaron por una licuadora (Mabe, México); finalmente se
tamizaron con un tamiz de 0.2 um para guardarse en recipientes
oscuros debidamente identificados hasta su uso.

Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon de acuerdo a el método
reportado por Jasso de Rodriguez et al. (2015), con algunas
modificaciones, utilizando como solvente metanol al 96 %; se
depositaron 42 g del polvo de cada planta en matraces de 1L
adicionando 750 mL del solvente; se colocaron en una parrilla
de agitacion (Thermo Scientific Cimarec, USA) durante 72 h a
una temperatura de 60 °C. Posteriormente el solvente se separé
mediante un rotavapor (IKA RV 10 digital V, USA) a 150 r.p.m a
temperaturas de 70 °C. Una vez obtenida la fracciéon metandlica
esta se vertié en recipientes de vidrio y se colocaron en una
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estufa de secado (Arsa AR-130D, México) a 50 °C durante 48
h, finalmente se obtuvieron los extractos y se colocaron en
frascos ambar para su posterior uso.

Analisis de compuestos fitoquimicos

Para la identificacion de los compuestos fitoquimicos los
extractos se prepararon a concentracién de 1000 mg/L, y poste-
riormente se realizo el andlisis de presencia de: alcaloides (Prue-
ba de Dragendorf y Sonneschain); azicares reductores (Prueba
de Feling y Benedict); carbohidratos (Prueba de Molisch); caro-
tenoides (H,SO, y FeCl,); cumarinas (Prueba de Erlich); esteroles
y terpenos (Prueba de Liberman-Burchard y Rhosenthalert);
flavonoides (Prueba de Shinoda y de NaOH); glicosidos cianogé-
nicos (Prueba de Gringnard); purinas (Prueba de HCl); quinonas
(Prueba de Hidroxido de amonio, H,SO, y Borntrager); saponi-
nas (Prueba de Espuma) y taninos (Prueba de Gelatina y FeCI3,
K,[Fe(CN) ]) (Sahgal et al., 2009; Usman et al., 2009).

Efectividad antibacteriana de los extractos metandlicos
de plantas sobre Cmm in vitro
Ensayo in vitro

Se utilizé la metodologia descrita por Tucuch-Pérez et
al. (2020) mediante microplacas de poliestireno de 96 pozos;
en ellas, la primera columna (testigo negativo) se le agregaron
110 pL de caldo nutritivo (medio) y 40 pL de cloruro de 2,3,5
trifeniltetrazolio (revelador), a la segunda columna (testigo
positivo) se le agregaron 100 uL de medio mas 10 pL de sus-
pension bacteriana de Cmm a concentracion de 1x10° unidades
formadoras de colonias bacterianas (UFC) UFC/mL y 40 pL de
revelador, la tercera columna (testigo solvente) se prepard con
100 pL de medio y solvente (metanol) en una relacién 1:1 (v/v)
mas 10 pL de suspensién bacteriana y 40 uL de revelador, a par-
tir de la columna cuatro, se agregaron 100 pL del extracto a una
concentracion de 2000 mg/L, quedando en la columna cuatro
a 1000 mg/L, se mezcld y se transfirieron 100 pL a la siguiente
columna, asi sucesivamente hasta la columna doce, obteniendo
concentraciones de 1000 a 3.9 mg/L. El siguiente paso consistié
en agregar 40 pL de reverador, y finalmente se adicionaron 10
pL de una suspension bacteriana de Cmm a concentracion de
1 x 10%. Cada microplaca se considerd una repeticién con ocho
unidades experimentales, y se realizaron tres repeticiones por
tratamiento; se incubaron a 26 °C por 48 h y finalmente se realiz6
una lectura de absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro
(Thermo scientific multiskan go 51119200, USA).

Porcentaje de inhibicién
El porcentaje de inhibicion se determiné mediante la
formula propuesta por Arredondo-Valdés et al. (2021), donde:
Porcentaje de inhibicién = (1 - (As/Ac) (100))
Ac: Absorbancia de la solucién control.
As: Absorbancia de la soluciéon muestra.
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Actividad biolégica de los extractos metandlicos de A.
striata y F. splendens contra Cmm bajo condiciones de
invernadero

El experimento se llevo a cabo en el invernadero del De-
partamento de Parasitologia (25°21°08.01"N y 101°01'38.00"0)
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
ubicada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México, durante el
ciclo otofio-invierno de 2021.

Inoculacion y trasplante

Se utilizaron plantas de tomate variedad Rio Grande, con
desarrollo de 25 dias después de la siembra y con altura de 9
c¢m aproximadamente al momento del trasplante. Se prepararon
vasos de unicel de 1L, y se les agregd 800 gramos de sustrato; el
cual consistié de 45 % suelo (previamente pasteurizado), 45 %
peat mossy 10 % perlita. Se realizaron heridas en la superficie de
las primeras dos hojas verdaderas y el tallo con un hisopo estéril,
posteriormente se asperjaron las heridas con una solucién de
400 pL de Cmm a concentracién de 1 x 10® UFC/mL, una vez
inoculadas se dejaron reposar por 20 min, para después aplicar
los tratamientos de los extractos de F. splendens, A. striata y el
producto comercial Biobacter O".

Aplicacion de los tratamientos

Los tratamientos utilizados fueron T1 =Testigo absoluto,
T2 =Testigo inoculado, T3 = Extracto de hojas de A. striata (1828
mg/L), T4 = Extracto de tallos de F. splendens (1736 mg/L) y T5 =
Testigo comercial (Biobacter O° 1 L/ha). En relacion a los extrac-
tos vegetales la concentracién utilizada se seleccion6 tomando
la Cl,,, del experimento in vitro. Estos se aplicaron por aspersion
mediante bombas aspersoras de 3 L (J.H. Company 10344, USA).
Se realizaron tres aplicaciones, la primera se realizé después la
inoculacién de la bacteria; las otras aplicaciones se realizaron a
los 7y 14 d después de la primera aplicacion, estas se realizaron
directamente en la planta, en cada aplicacién se asperjaron tres
veces en la parte aérea y tres veces en la parte del tallo.

Variables evaluadas

Se evalué la incidencia y severidad de la enfermedad,
tanto en follaje como los tallos de las plantas. De igual forma,
se evaluaron variables agronémicas, tales como: peso fresco y
seco de la biomasa aérea y de la raiz, altura de planta, longitud
de raiz y didmetro de tallo. La incidencia de la enfermedad se
determiné utilizando la siguiente formula:

Incidencia (I) = No. de plantas enfermas / Total de plantas x 100

La severidad se evalué mediante la escala propuesta por
Mohd Nadzir et al. (2019), la cual mide de un rango del 0 al 5
donde: 0 = Sin sintomas, 1 =0 - 25 % de hojas marchitadas en
la planta, 2 = 26 - 50 % de hojas marchitadas en la planta, 3 =
51 - 75 % de hojas marchitadas en la planta, 4 = 76 - 100 % de
hojas marchitadas en la planta y 5 = Plantas muertas.
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Analisis estadistico

En el ensayo in vitro se realizé un andlisis Probit para
determinar la concentracién inhibitoria al 50 % y al 90 % (Ciso-
Ci,,) de cada extracto utilizando el programa estadistico Statis-
tical AnalysisSys, V9.0., con los resultados obtenidos se realizd
analisis de varianza con las concentraciones inhibitorias; en el
estudio se evaluaron los tratamientos con tres repeticiones y
se realizaron pruebas de rango de Duncan (p < 0.05). Para el
experimento bajo condiciones de invernadero se realiz6 un
diseio completamente al azar con cinco tratamientos y cuatro
repeticiones. Los datos de las variables evaluadas (incidencia,
severidad y parametros morfométricos) se sometieron a ANVA 'y
pruebas de comparacién de medias de Duncan (p < 0.05), con el
programa estadistico Statistical AnalysisSys, V9.0, cumpliéndose
los supuestos de normalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas preliminares para identificacion de Cmm

A las cepas previamente aisladas de las muestras de
las plantas de tomate con la posible presencia de Cmm se les
realizaron pruebas bioquimicas, propuestas por Shaad et al.
(2001), en donde la cepa denominada “CV1” mostro similitud
con las reportadas para esta bacteria (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de puebas bioquimicas correspondientes a la cepa “CV1".
Table 1. Results of biochemical tests corresponding to the “CV1” strain.

Prueba Reaccién “CV1” Resultado
Crecimiento en B de King + +
Crecimiento a 28 °C + +
Colonias amarillas, mucoides y convexas + +
Tincion de Gram + +
Prueba de RYU - +
Oxidasa - +
Catalasa + +

Identificacion molecular de Cmm

Se confirmé que la cepa denominada“CV1”amplificé con
los primers CMM5F/CMM@6R especificos para Clavibacter michi-
ganensis subsp. michiganensis (Figura 1) mediante la técnica de
PCR de punto final.
Analisis de los Fitoquimicos identificados en A. striata y
F. splendens

El extracto metandlico de A. striata presenté: alcaloides,
carbohidratos, flavonoides (flavonones y chalconas), saponinas
(triterpenoides y esteroidales), taninos (fenoles), quinonas (an-

Tabla 2. Fitoquimicos identificados en extractos metandlicos.
Table 2. Phytochemicals identified in methanolic extracts.

Figura 1. Visualizacién del segmento de 614 bp. Carril “M” corresponde al
marcador molecular de 10, 000 bp; Carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a la misma
cepa “CV1’, aislada de las plantas de tomate colectadas con sintomas de Cmm;
carril 5 corresponde a un control positivo (C+) (Cmm); y el carril 6 a un control
negativo (C-) (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria). *Cepas control + (Cmm)
y — (Xcv) obtenidas de la coleccion microbiolégica del laboratorio de Fitopatolo-
gia del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

Figure 1. Visualization of the 614 bp segment. Lane “M” corresponds to the
10,000 bp molecular marker; Lanes 1, 2, 3 and 4 correspond to the same strain
“CV1’, isolated from tomato plants collected with Cmm symptoms; lane 5 co-
rresponds to a positive control (C+) (Cmm); and lane 6 to a negative control (C-)
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria). *Control strains + (Cmm) and - (Xcv)
obtained from the microbiological collection of the Phytopathology laboratory
of the Department of Parasitology of UAAAN.

traquinonas y benzoquinonas), asi como cumarinas (Tabla 2). Se
han encontraron en A. striata presencia de flavonoles (derivados
de quercetina) (Almaraz-Abarca et al., 2013), asi como saponinas
esteroidales (Marker y Lopez, 1947). La presencia de saponinas
esteroidales en el género Agave ha sido bien documentada
(Scout y Eagleson, 1988) asi los como compuestos alcaloides,
flavonoides, terpenoides, cumarinas, azicares reductores, inuli-
na, fructanos, entre otros (Chigodi et al., 2013; Almaraz-Abarca et
al.,, 2013). En las especies de A. salmiana y A. fourcroydes encon-
traron saponinas, flavonoides, alcaloides, taninos (Valdivia et al.,
2018; Delgado-Alvarado, 2021). Asi también se han encontrado
presencia de carbohidratos, azucares reductores, quinonas y
lactonas sesquiterpenicas en hojas de A. Americana (Cervantes-
Tenorio y Reyna-Pizan, 2019), asi como glucésidos cardiotonicos
en A. angustifolia (Camacho-Campos et al., 2020). Por su parte
la especie F. splendens presentd: alcaloides, carbohidratos, flavo-
noides (flavonones, flavonas, flavononas y chalconas), azucares
reductores, saponinas (triterpenoides), taninos (derivados Acido

A C F GC AZ S T Q Cu P Ca
F1 F2 F3 F4 Az1 Az2 S1 S2 T1 T2 T3 T4 Q1 Q2 Q3
A. striata o+ F = = F = = F= o= = = = F + - + - -
F. splendens S S = + + -+ 4+ -+ + + - + - -

+ = Fitoquimico presente, - = Fitoquimico ausente; A = Alcaloides, C = Carbohidratos, F = Flavonoides, GC = Glucésidos

Cianogenicos, AZ = Azucares Reductores, S = Saponinas, T = Taninos, Q = Quinonas, Cu = Cumarinas, P = Purinas, Ca = Carotenoides,
F1 = Flavonones, F2 = Flavonas, F3 = Flavononas, F4 = Chalconas, Az1 =, Az2, S1 =Triterpenoides, S2 = Esteroidal, T1 = Gelatina, T2
= Derivados Acido Galico, T3 = Derivados Catecoles, T4 = Fenoles, Q1 = Antraquinonas, Q2 = Benzoquinonas, Q3 = Antronas.
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Galico, derivados de catecol y fenoles) y quinonas (antraquino-
nasy benzoquinonas) (Tabla 2). Bate-Smith (1964), describe que
los constituyentes mas caracteristicos del género Fouquieria
corresponden a la flavonoides (leucocianidina, kaempferol y
quercetina), acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferdlico,
acido eldgico, cumarina y escopoletina. Rodriguez-Garza (2010),
encontré en F. splendens presencia de grupos carbonilo, oxidri-
los fendlicos, esteroles y metilesteroles, cumarinas, saponinas,
sesquiterpenlactonas y flavonoides. Dentro de la composicion
del ocotillo se descubrié que tanto los tallos como las hojas
producian soluciones amarillas producto de varios flavonoi-
des como el kaempferol, ermanina y cetina, ademas flavonas
apigenina, acacetina, luteolina y crisoeriol. Entre estos, apige-
nina y ermanina, rutina y quercetina-3-O-glucésido fueron los
principales compuestos fendlicos en las hojas (Wollenweber,
1994; Monreal-Garcia et al., 2019), también se han encontrado
triterpenos, triterpenoides, saponinas esteroideas y compuestos
iridoides (Takhtajan, 2009), y dentro de las flores los fitoestero-
les y alcanos de cadena larga y corta; y en el tallo compuestos
como el Dammaran-triterpeno, el fouquierol y el isofouquierol,
asi como el dammarendiol en las raices (Hegnauer, 1989;
Waterman, 1985). Por otro lado, en el ocotillo se ha aislado el
pyxinol y el ocotillol, el Gltimo es una saponina triterpenoides
el cual presenta actividades interesantes como la inhibicién del
crecimiento de bacterias con bajas tasas de toxicidad (Pokhilo y
Uvarova, 1988; Bi Y. et al., 2017).

Efectividad antibacteriana in vitro

Los extractos de las hojas de A. striata y de los tallos de
F. splendens presentaron efecto inhibitorio en el crecimiento de
Cmm (Figura 2 y Tabla 3), se observé que A. striata inhibio desde
125 mg/L y F. splendens desde 62.5 mg/L con 20.86 %y 7.69 %
respectivamente, por su parte el andlisis Probit estimo una Ci, y
Ci,, de 389.28 'y 1828 mg/L para A. striata, y 308.82'y 1736 mg/L
para F. splendens (Tabla 4).

No se encuentraen la literatura cientifica reportes sobre el
efecto de extractos de A. striata y F. splendens en la inhibicion de
Cmm. El género Agave ya ha mostrado efecto bactericida con las
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Figura 2. Inhibicién de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis por
extractos de Agave striata y Fouquieria splendens determinado por el método
de micriodilucion en placa.

Figure 2. Inhibition of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis by
extracts of Agave striata and Fouquieria splendens determined by the plate
microdilution method.
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especies de A. argentium, A. stricta, A. americana 'y A. angustifolia
los cuales mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus y
E. coli que afectan la salud humana (Krishnaveni, 2017; Lopez-
Romero et al., 2018; Camacho-Campo et al., 2020). Asi mismo la
especie F. splendens ha mostrado efecto antibacteriano contra S.
aureusy E. coli (Rodriguez-Garza, 2010; Vega-Menchaca et al.,
2013), y contra B. cereus, B. subtilis (Rodriguez-Garza, 2010).
Sin embargo la actividad antibacteriana de extractos vegetales
contra Cmm ya ha sido reportada por Arredondo-Valdés et al.
(2020) con extractos etandlicos de hojas de Magnolia tamauli-
pana reportando una IC, y IC  de 64.75 - 176.73 ppm; ademas
Arredondo-Valdés et al. (2021) utilizaron extractos etandlicos de
hojas de Moringa oleifera contra Cmm, obteniendo una IC_; fue
de 350.48 ppm. Pérez-Pérez et al. (2020) sefialan que los extrac-
tos metandlicos, hexénico y de acetato de etilo a partir de raices
de Jatropha dioica Seseé (Sangre de drago), también inhibieron
el crecimiento de Cmm, con una mejor respuesta con acetato
de etilo con una Cl, de 2.0 + 0.43 mg mL-1. De igual manera se
reportan con los extractos metandélicos de hojas de Calendula
officinalis y Echinacea purpurea actividad inhibidora contra Cmm
(Aksoy et al., 2021).

Efectividad biologica de los extractos metandlicos de A.
striata y F. splendens contra Cmm en el cultivo de tomate
bajo condiciones de invernadero
Incidencia y severidad de la enfermedad

Los resultados muestraron que no se encontraron dife-
rencias estadisticas entre los tratamientos, a excepcién del trata-
miento con F. splendens contra el tratamiento inoculado. Siendo
laincidencia de F. splendens 25 %, A. striata y Biobacter 50 %y el
testigo inoculado 100 %. (Tabla, 5). Por su parte, la severidad no
mostro diferencias significativas entre tratamientos, a excepcién
del testigo inoculado el cual presento una severidad de 3.25,
siendo superior a la presentada por los tratamientos aplicados,
los cuales mostraron una severidad de 1, 0.5 y 0.25 en el caso
de A. striata, F. splendens y Biobacter. El efecto obtenido sobre la
disminucion de la enfermedad de Cmm en las plantas tratadas
puede ser debido a que los extractos de A. striata y F. splendens
presentaron fitoquimicos tales como: alcaloides, carbohidratos,
flavonoides, saponinas, taninos, quinonas, cumarinas, sin embar-
go F. splendens también presento azucares reductores y mayor
presencia de taninos. Dichos compuestos presentan actividad
antibacteriana al degradar y alterar la pared celular, inhiben la
actividad enzimatica e inactiva toxicos de origen microbiano
(Sepulveda-Jiménez et al.,, 2003; Avalos y Pérez, 2009; Andrade-
Bustamante et al., 2017). La presencia de taninos hidrolizables,
en su mayoria elagitaninos y galotaninos (precursores del acido
galico) han mostrado efectividad antibacteriana, pues tienen la
capacidad de formar enlaces con glicoproteinas presentes en las
membranas bacterianas, causando inestabilidad e inhibicion a
varias funciones vitales de los microorganimos, como: protec-
cion celular, transporte de nutrientes o proteinas y obtencién
de energia (Rosero-Ortiz, 2021), estos se encuentran presentes
en los extractos de F. splendens, debido a esto pudo haber sido
mayor la eficacia en el control de F. splendens contra Cmm.
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Tabla 3: Porcentaje de inhibicion de las diferentes concentracidénes de los extractos metandlicos de hojas de Agave striata y tallos de

Fougquieria splendens.

Table 3: Inhibition percentage of the different concentrations of methanolic extracts from leaves of Agave striata and stems of Fou-

quiria splendens.
Tratamientos 1000 mg/L 500 mg/L 250 mg/L 125 mg/L 62.5 mg/L 31.2-3.9mg/L
A. striata 66.34 58.89 55.81 20.86 0 0
F. splendens 67.74 59.67 57.10 43.82 7.69 0

Tabla 4. Valores de las concentraciones inhibitorias al 50 y 90 % (Ci_,y Ci, )
de los extractos de Agave striata y Fouquieria splendens sobre Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis In Vitro.

Table 4. Inhibitory concentration at 50 and 90 % (Ic,, and Ic, ) of Agave stri-
ata and Fouquieria splendens extracts on Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis In Vitro.

Tabla 6: Parametros morfométricos de plantas inoculadas de tomate con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, y tratadas con extractos de
Agave striata y Foquieria splendens bajo condiciones de invernadero.

Table 6: Morphometric parameters of tomato plants inoculated with Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis, treated with Agave striata and
Foquieria splendens extracts under greenhouse conditions.

Tratamientos Ci, Ci,,

A. striata 389.28 mg/L 1828 mg/L

F. splendens 308.82 mg/L 1736 mg/L

Tabla 5: Incidencia y Severidad en follaje de plantas de tomate inoculadas
con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y tratadas con extractos
de Agave striata y Foquieria splendens.

Table 5: Incidence and Severity in tomato plants foliage inoculated with
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and treated with Agave
striata and Foquieria splendens extracts.

Tratamientos Incidencia Severidad
1. Tratamiento Absoluto 02 02

2. Tratamiento Inoculado 100° 3.25°
3. Tratamiento con extracto de A. striata 50% 1.00?

4. Tratamiento con extracto de F. splendens 252 0.25°

5. Tratamiento producto comercial “Biobacter O™ 50% 502

*Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Duncan, p <
0.05).

Parametros morfométricos evaluados

Los resultados obtenidos en los parametros morfométri-
cos evaluados (Tabla 6), muestran que los tratamientos (A. stria-
ta, F. splendens y Biobacter) mostraron similitud estadistica con
el testigo absoluto en didmetro de tallo, para altura de planta F.
splendens y Biobacter mostraron relacion estadistica con el testi-
go absoluto, para tamafo de raiz los tratamientos no mostraron
diferencias significativas entre ellos, y solo F. splendes mostrd
similitud con el testigo absoluto, para peso fresco tampoco se
observaron diferencias entre los tratamientos y solo Biobacter
mostré similitud con el testigo absoluto, para el peso seco el
mejor tratamiento fue Biobacter el cual se separd estadistica-
mente de los tratamientos de A. striata y F. splendens, esto se
puede entender ya que el producto Biobacter en su formulacion
organica ademas de extractos vegetales, por esporas de bacte-
rias bioestimuladoras de Bacillus spp. Por su parte F. splendens
mostro similitud estadistica en didmetro de tallo, altura de
planta y tamafio de raiz con el testigo absoluto, lo que podria
indicar que este extractos pudiera tener accién bioestimuladora
de crecimiento en las plantas tratadas.

Diametro -
Tratamientos  de tallo :\;Itlt;r(ac :1e) T:;?::‘:n (:e Peso( ;l;esco Pes?gs)eco
(mm)
Absoluto 406+0.73* 13.8+1.18 6.55+091° 3.86+0.57° 0.36+0.08°
Inoculado 278+027° 63+091° 392+062° 206+0.14° 0.18+0.02¢
A. striata 354+0.23® 925+1.08° 55+032° 239+0.51* 0.26+0.03¢
F.splendens  3.78+0.17®* 129+0.56* 6.75+0.75® 2.81+0.19 0.27 +0.03¢
5.Biobacter 3.18+0.14* 11.4+1.80° 557+0.25° 3.24+0.97® 0.31+0.03"

*Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Duncan, p <
0.05).

CONCLUSIONES

Los compuestos fitoquimicos determinados en los ex-
tractos metandlicos de A. striata y F. splendens pertenecen a las
familias de los alcaloides, carbohidratos, flavonoides, saponinas,
taninos, quinonas, cumarinas, sin embargo, F. splendens tuvo
mayor presencia de taninos, flavonoides y precenica de azucares
reductores. En el ensayo in vitro ambos extractos mostraron acti-
vidad antibacteriana sobre Cmm, sin embargo, en el experimen-
to bajo condiciones de invernadero el extracto de F. splendens
mostré mayor reduccién en la incidencia y severidad, seguido
de Biobacter, y por ultimo el extracto de A. striata. En cuanto
a los pardmetros morfométricos los tratamientos con mayor
efectividad biolégica contra Cmm fueron Biobacter y F. splen-
dens. Los resultados muestran que la presencia de fitoquimicos
en los extractos puede estar relaciénado con la eficiencia en el
control de Cmm, ya que F. splendens presento mayor nimero de
fitoquimicos que A. striata.
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ABSTRACT

Coffee residues have been considered a valuable
source of nutritional and functional components, thus are
considered as a potential ingredient for foods. The aim of
this study was to evaluate the physicochemical, techno-
functional, and antioxidant properties of coffee silverskin
flakes and powder. The results indicated that coffee silverskin
flakes and powder showed pH near to neutrality, and the
color was Roman coffee and Deep coffee, respectively, which
show that milling process change this parameter. Coffee
silverskin flakes showed the highest water and oil-holding
capacity, while both coffee residues exert slight swelling and
foam capacity, and foam stability, without effect of milling
process. However, both residues do not exert emulsion and
gelling capacity, as well as emulsion stability. The presence
of phenols, flavonoids, caffeoylquinic acid and alkaloids
(powder > flakes) were detected in both residues, which
exert free- and radical-cation scavenging activity (powder
= flakes), reducing power properties, and lipid oxidation
inhibition (powder > flakes). In conclusion, coffee silverskin
can be proposed as a functional ingredient for food industry.
Keywords: coffee residues, chemical compounds, physico-
chemical properties, techno-functional properties, antioxi-
dant.

RESUMEN

Los residuos de café se han considerado una fuente
valiosa de componentes nutricionales y funcionales, por
ello se consideran un ingrediente potencial para la industria
alimentaria.El objetivo del estudiofue evaluarlas propiedades
fisicoquimicas, tecno-funcionales y antioxidantes de
hojuelas y harina de la piel plateada de café. Las hojuelas y
la harina de piel plateada de café mostraron un pH cercano
a la neutralidad, y el color fue café romano y café profundo,
respectivamente, lo que indica que el proceso de molienda
cambia este parametro. Los resultados indicaron que las
hojuelas de cascarilla de café mostraron la mayor capacidad
de retencion de agua y aceite, mientras que ambos residuos
presentaron ligera capacidad de hinchamiento, formacion
de espuma y estabilidad de espuma, sin efecto del proceso
de molienda. Sin embargo, ambos residuos no presentaron

*Autores para correspondencia: Armida Sdnchez-Escalante
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Recibido: 13 de mayo de 2022

Aceptado: 28 de agosto de 2022

capacidad de emulsién y gelificacién, asi como estabilidad
de la emulsion. La presencia de fenoles, flavonoides, acido
cafeoilquinico y alcaloides (harina > hojuelas) fue detectada
en ambos residuos, los cuales ejercieron actividad contra
radicales libres y cationes (harina = hojuelas), poder reductor
e inhibicién de oxidacién de lipidos (harina > hojuelas). En
conclusién, la cascarilla de café puede proponerse como
ingrediente funcional para la industria alimentaria.

Palabras clave: residuos de café, compuestos quimicos,
propiedades fisicoquimicas, propiedades tecno-funcionales,
antioxidante.

INTRODUCTION

In Mexico, processed food production represented
22.5 % of the manufacturing GDP (gross domestic product)
and 3.6 % of total GDP in 2018, mainly bakery products fo-
llowed by the meat sector (CDRSSA, 2019). Regarding meat
products, poultry is the most popular meat used in their
formulation (51 % of total production), especially destined to
produce hams and sausages. Meat products formulated with
red meats (22 % of total production) were represented by
hams, including cooked, American, Virginia, smoked, baked,
and York. Cold meats represented 27 % of total production,
including sausages, chorizo, bacon, mortadella, and others.
Additionally, the average domestic consumption of meat
products was 0.7 kg in the last five years (COMECARNE, 2021).

Moreover, intrinsic and extrinsic factors may adversely
affect food quality and shelf life in terms of lipid oxidation,
during formulation, transportation, and storage period.
Consequently, lipid oxidation results in negative effects on
physicochemical and functional properties. Thus, food addi-
tives have been widely used in the meat industry to improve
nutrimental, sensory, and functional properties (Oswell et al.,
2018; Dominguez et al., 2019).

A food additive is any substance used directly or in-
directly in the production, processing, treatment, packaging,
transport, or storage, becomes a component, or otherwise
affects the characteristics of any food. However, these subs-
tances may be given to a testing and approval process to be
generally recognized as safe or GRAS (USDA, 2021). Although
consumer feelings on synthetic additives have been discus-
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sed, meat processors have used natural ingredients to im-
prove technological requirements and increase consumer’s
expectations (Balestra and Petracci, 2019).

In this context, it has been proved that coffee residues
(husk, pulp, silverskin, and spent coffee grounds) are an
important source of nutritional and functional components.
Thus, spent coffee grounds powder and extracts have been
used as functional ingredients for minced pork and chicken
meat to reduce the oxidation process (Jully et al., 2016; Kim et
al., 2016). Also, it has been reported that coffee husk powder
improves physicochemical (pH and color), techno-functional
(cooking loss), and oxidative stability (lipid oxidation) in raw
and cooked pork patties (Martuscelli et al., 2021a). However,
data on coffee residues’ physicochemical and functional pro-
perties as natural additives are still limited.

Therefore, this work aimed to evaluate coffee
silverskin’s physicochemical, techno-functional, and antioxi-
dant properties.

MATERIALS AND METHODS
Coffee residues processing

A commercial supplier (CAFFENIO®) in Hermosillo,
Mexico, donated coffee silverskin flakes from dark Coffea
arabica L. To obtain the powder, coffee silverskin flakes were
pulverized at 20 mesh of particle size (hammer mill, Pulvex
200, DF, Mexico). Both materials were packed under vacuum
(vacuum sealer, Food Saver®, FLA., USA) and stored at room
temperature (25 °C) until analysis.

Physicochemical characterization
Measurement of pH

The pH of coffee residues and the commercial stan-
dard was measured after homogenization with distilled
water at a 1:10 ratio with a potentiometer (pH211, Hanna Ins-
truments Inc., Rl, USA) with automatic temperature control
(AOAC, 2020).

Color measurement

The color measurement was performed using a
spectrophotometer (CM-508d, Konica Minolta Inc.,, TYO, Ja-
pan). The registered values were lightness (L*, ranging from
0-black to 100-white), redness (a*, takes positive values for
reddish colors and negative values for greenish colors), ye-
llowness (b*, takes positive for yellowish colors and negative
for bluish colors), Chroma (C¥), and hue angle (h*). The coffee
residues were placed in 3.5 cm diameter Petri dishes, and
ten measurements were performed on the samples surface
(Robertson et al., 1977).

Techno-functional characterization

The techno-functional properties of coffee residues
and commercial standard were measured as previously des-
cribed with slight modifications (Haque et al., 2020; Lopez-
Marcos et al., 2015).

Volumen XXV, Niumero 1

Water-holding capacity (WHC)

Samples (0.1 g) were homogenized with 1.5 mL of dis-
tilled water at 10,000 rpm for 1 min, and kept at 25 °C for 30
min. Subsequently, the test tubes were centrifuged at 15,000
x g for 20 min at 4 °C. The supernatant was decanted, and the
test tubes with the sediments were weighed. The WHC (%)
was calculated as [(Final weigh of the tube with the sample
- Initial weigh of the tube with the sample) / (Weigh of the
sample)] x 100.

Oil-holding capacity (OHC)

Samples (0.1 g) were homogenized with 1.5 mL of
commercial corn oil at 10,000 rpm for 1 min, and kept at 25 °C
for 30 min. Subsequently, the test tubes were centrifuged at
15,000 x g for 20 min at 4 °C. The supernatant was decanted,
and the test tubes with the sediments were weighed. The
OHC (%) was calculated as [(Final weigh of the tube with the
sample — Initial weigh of the tube with the sample) / (Weigh
of the sample)] x 100.

Swelling capacity (SC)

Samples (0.5 g) were homogenized with 5 mL of dis-
tilled water at 10,000 rpm for 1 min, using a graduated tube,
and kept at 25 °Cfor 1 h.The initial and final volume occupied
by the samples was measured, and the increase in sample
volume after incubation indicates SC.

Foaming capacity (FC)

Samples (0.5 g) were homogenized with 10 mL of dis-
tilled water at 5,000 rpm for 5 min at 4 °C (Ultraturrax T25, IKA,
Stau, Germany). The foam produced within 30 sec, shows FC.

Foaming stability (FS)

The volume of the foam initially produced was measu-
red within 30 sec, and test tubes were incubated at 25 °C for
30 min. Then, the volume of the foam was measured, and a
reduction in the volume showed the absence of FS.

Emulsion capacity (EC)

Samples (0.5 g) were homogenized with 10 mL of
distilled water at 8,000 rpm for 1 min at 4 °C. The resultant
solution was homogenized with 10 mL of commercial corn
oil, under the same conditions. A two-phase suspension
formation shows EC.

Emulsion stability (ES)

The previously prepared emulsion was heated for 30
min at 80 °C, cooled at 25 °C, and centrifuged at 12,000 x g for
5 min at 4 °C. If the first emulsion is not broken, it indicates ES.

Gelling capacity (GC)

The coffee residues were homogenized with distilled
water to obtain several suspensions at 0, 2.5, 5, 10, 15, and
20 % (w/v) and boiled for 1 h. Subsequently, test tubes were
cooled for 1 h at 0 °C. The tubes were inverted to see gel
formation.
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Antioxidant activity
Phytochemical profile

The qualitative phytochemical analysis of coffee
residues was conducted according to standard methods
(Griffiths et al., 1992; Samejo et al., 2011; Samejo et al., 2013).
Texturized soy protein was used as a commercial standard. A
total of 0.5 g of coffee residues and the commercial standard
were homogenized with 10 mL of distilled water at 10,000
rpm for 1 min (vortex mixer, Fisher Scientific™, CA, USA) and
filtered (Whatman 1 filter paper) to extract phytochemicals
(stock solution). In flavonoids and steroids analysis, metha-
nol and CHCI3 were used as solvent extraction, respectively.
In addition, phenols, flavonoids and caffeoylquinic acid
profile were determined by the ferric chloride, Shinoda and
sodium nitrite tests, respectively. While, alkaloids, terpenoids,
steroids and saponins were evaluated by the Dragendorff’s,
Salkowski, Lieberman-Burchard and foam tests, respectively.

Phytochemical content

The quantitative phytochemical analysis of the coffee
residues and the commercial standard was also conducted.
In brief, the compounds were extracted using an aqueous
solution as solvent (1:10, solid-solvent ratio) by ultrasound-
assisted method at 42 KHz for 30 min at 25 °C (Bransonic
3800, Ultrasonics Corp., Jeju, Korea). The resultant solution
was filtered (Whatman No. 4 filter paper), concentrated un-
der reduced pressure at 60 °C (rotary evaporator Yamato RE-
301BW, Tokyo, Japan) and dried (Freeze dryer Yamato DC401,
Tokyo, Japan). The obtained extracts were stored at —20 °Cin
the dark until analysis.

Total phenolic content (TPC) was determined by the
Folin-Ciocalteu method (Ainsworth and Gillespie, 2007). An
aliquot of each extract (20 uL, 5 mg/mL) was homogenized
with 80 pL of distilled water, 60 uL of Na,CO, (7 %, w/v), and 40
uL of Folin-Ciocalteu’s reagent (0.25 N). The resultant solution
was mixed with 80 L of distilled water and incubated for 1
h at 25 °C, in the dark. The absorbance was measured at 750
nm in a spectrophotometer (Multiskan FC UV-Vis, Thermo
Scientific, Tokyo, Japan), and results were expressed as mg
equivalents of gallic acid per g of dried extract (mg GAE/g).

Total flavonoids content (TFC) was evaluated by the
aluminum chloride-complex formation method (Popova et
al., 2004). An aliquot of each extract (20 pL, 5 mg/mL) was
homogenized with 130 L of methanol and 20 uL of AICI, (5
%, w/v). The resultant mixture was incubated for 30 min at 25
°C, in the dark. The absorbance was measured at 415 nm, and
results were expressed as mg equivalents of quercetin per g
(mg QE/q).

Caffeoylquinic acid content (CAC) was also determi-
ned (Griffiths et al., 1992). An aliquot of each extract (100 uL, 5
mg/mL) was homogenized with 200 pL of urea (0.17 M), 200
uL of glacial acetic acid (0.1 M) and 500 L of distilled water.
The resultant solution was mixed with 500 uL of NaNO, (0.14
M) and 500 pL of NaOH (1 M), centrifuged at 2,250 x g for 10
min at 4 °C (Sorvall ST18R, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). The absorbance was measured at 510 nm, and results

were expressed as mg equivalents of chlorogenic acid per g
(mg CAE/q).

Free-radical scavenging activity

The free-radical scavenging activity (FRSA) was de-
termined by the DPPH test (Molyneux, 2004). An aliquot of
each extract (100 pL, 5 mg/mL) were homogenized with 100
pL of DPPH" solution (300 pmol), and incubated for 30 min
at 25 °C, in the dark. Ascorbic acid (25 pg/mL) was used as a
positive control. The absorbance was measured at 520 nm,
and results expressed as FRSA (%) = [(Absorbance of DPPH
solution at 0 min) — (Absorbance of DPPH" solution + extract
at 1 h) / [(Absorbance of DPPH' solution at 0 min)] x 100.

Radical cation scavenging activity

The radical cation scavenging activity (RCSA) was
determined by the ABTS™ test (Re et al., 1999). Prior to ob-
tain the radical cation, equal parts of ABTS solution (7 mM)
and potassium persulfate (2.45 mM) were homogenized
and incubated for 16 h at 25 °C, in the dark. Afterward, the
formed radical was diluted with an ethanol solution to ob-
tain an absorbance of 0.8, and 20 uL of each extract (5 mg/
mL) was mixed with 180 uL of the radical. Ascorbic acid (25
pg/mL) was used as a positive control. The absorbance was
measured at 734 nm, and results were expressed as RCSA (%)
= [(Absorbance of ABTS* solution at 0 min) — (Absorbance of
ABTS™ solution + extract at 10 min) / [(Absorbance of ABTS™*
solution at 0 min)] x 100.

Reducing power ability

The reducing power ability (RPA) was measured by
the Prussian-blue test (Berker et al., 2010). An aliquot of each
extract (100 pL, 5 mg/mL) was homogenized with 300 pL of
phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6) and 300 uL of potassium
ferricyanide (1 %, w/v), and incubated in a water bath for 20
min at 50 °C. The resultant solution was mixed with 300 uL
of trichloroacetic acid (10 %, w/v) and centrifuged at 4,200
x g for 10 min at 4 °C. Thereafter, 500 pL of the supernatant
was mixed with 100 pL of distilled water and 250 pL of ferric
chloride (0.1 %, w/v). Ascorbic acid (25 pg/mL) was used as a
positive control. The absorbance was measured at 700 nm,
and results expressed as absorbance increase at the same
wavelength.

Ferric-reducing antioxidant power

The ferric-reducing antioxidant power (FRAP) test was
also determined (Benzie and Strain, 1999). An aliquot of each
extract (20 pL, 5 mg/mL) was homogenized with 180 pL of
FRAP solution [10:1:1, 300 mM buffer sodium acetate in gla-
cial acetic acid at pH 3.6 and 10 mM 4,4,6-tripyridyl-S-triazine
(TPZ) in 40 nM HCl and 20 mM FeCIs] and incubated for 8 min
at 25 °C, in the dark. Ascorbic acid (25 pg/mL) was used as a
positive control. The absorbance was measured at 595 nm,
and results were expressed as mg of Fe?* equivalents per g
(mg Fe?*/q).
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Lipid oxidation in a meat system

The lipid oxidation (LOX) was measured by the TBARS
test (Kim et al., 2016). An aliquot of each extract (1 mL, 5 mg/
mL) were homogenized with 10 mL of an aqueous pork meat
extract (10 %, w/v), and incubated at 37 °C for 8 h in a water
bath. After, 0.5 mL of the mixture were mixed with 1 mL of
TCA (10 %, w/v) and 1.5 mL TBA solution (0.02 M), placed in
a water bath for 20 min at 97 °C, and then cooled. The absor-
bance was measured at 531 nm, and results were expressed
as mg of malondialdehyde per kg of meat (mg MDA/kg).

Statistical analysis

Results obtained from physicochemical, WHO and
OHC, antioxidant, phytochemical content, antiradical,
reducing power, and lipid oxidation inhibition tests, were
expressed as mean + standard deviation. These data from
the three independent trials were subjected to one-way
analysis of variance (ANOVA), while Tukey tests were conduc-
ted for means comparison at p < 0.05. In addition, results of
qualitative phytochemical screening, the rest of the test of
techno-functional properties and antioxidant activity were
expressed as follows: (+), present slight functionality; (++),
present moderate functionality; (+++), present high functio-
nality; (-), absent.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical properties

Table 1 reports the physicochemical properties of the
coffee residues compared to the commercial standard. The
results show that coffee silverskin powder and flake showed
lower pH values than texturized soy (p < 0.05). Also, results
of color parameters write down that coffee silverskin powder
and flakes showed lower L%, b*, C* and h* values than textu-
rized soy, as well as the highest a* values (p < 0.05), while co-
ffee silverskin powder showed the lowest L* values (p < 0.05).
In addition, the color data also includes information related
to the RGB and Hex color of soybeans and the silverskin of
coffee in flakes and flour, which according to these the color
name is light brown, roman coffee or brown bear, and deep
coffee or bole, respectively.

Table 1. Physicochemical properties of coffee silverskin.
Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la piel plateada de café.

A recent work proposed coffee silverskin powder
derived from a mixture of five Arabicas and five Robusta
varieties as a potential food-safe ingredient, thus, measuring
physicochemical parameters like pH (5.34) and color (L* =
20.8, a* =4.27, b* = 13.4, C* = 14.2). They concluded that pH
values could be associated with phenolic components. At the
same time, the color depends on the interaction of constitu-
tive components (polyphenols, melanoidins, among others),
protein degradation, and Maillard reactions by the roasting
process (Martuscelli et al., 2021b). Another study showed
that a reduction of particle size in coffee beans increases the
sensory acidity in the beverage, which denotes in the extrac-
table compounds (Getaneh et al., 2020).

In contrast with our study, a decrease was reported for
pH values of coffee parchment residue (C. arabica) by effect
of the milling procedure, which was associated with the
bioavailability of certain phytochemicals such as phenolic
acids (Benitez et al., 2019). It is important to know pH values
of natural ingredients because this allows knowing the
type of food matrix into which they could be incorporated
without affecting their functional properties (Lépez-Marcos
etal., 2015; Benitez et al., 2019). In addition, color also plays
a key role in the perception, acquisition, and consumption of
food. Therefore, knowing and measuring this sensory attri-
bute is crucial for chefs, food bloggers, packaging designers,
industrial food processors, among others (Spence, 2018). In
agreement, it has been proven that a reduction in particle
size x time does not affect a* values (Mugabi, 2021). While
a reduction in particle size of various powders rich in fiber
reduce L* values, which show that samples became darker
(Liu etal., 2016).

Techno-functional properties

According to the Codex Alimentarius (1995), food addi-
tives are employed for different purposes, such as sweeteners,
flavor enhancers, and colorants, as well as pH regulators and
bind food components. In this context, Table 2 reports the
techno-functional properties of coffee residues compared to
the commercial standard. The results say that coffee silverskin
flakes showed the highest WHC and OHC compared to coffee

Item Soy Coffee residue

Flake Powder
pH values 6.43 +0.03¢ 6.09 +0.02* 6.30 £ 0.01°
Color coordinates
L* (lightness) 72.82 £0.03¢ 40.27 +1.22° 3594 +1.92*
a* (redness) 5.47 +0.05° 7.04 +0.41° 7.57 £0.26°
b* (yellowness) 27.43 +0.06° 18.04 £ 0.70° 18.78 £ 0.67°
C* (Chroma) 27.92 +£0.02° 19.36 £0.79° 20.25+0.70°
h* (hue angle) 79.13 £0.10¢ 60.68 + 0.63° 68.06 + 0.46°
RGB |
Hex color #CEAE81 #745A42 #6A4F37
Color name Light brown Roman coffee or brown bear Deep coffee or bole

Values expressed as mean + standard deviation of at least three independent experiments (n = 9). Different superscripts (a-c) between

the same row differ significantly (p < 0.05).
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Table 2. Techno-functional properties of coffee silverskin.
Tabla 2. Propiedades tecno-funcionales de la piel plateada de café.

Item Soy Coffee residue
Flake Powder
WHC (%) 49.75 + 1.05° 53.75 % 1.24¢ 29.09 +£0.03*
OHC (%) 15.79 + 0.34° 52.90 + 1.67¢ 36.28+1.13°
SC + + +
FC A 4 A
FS + + +
EC AFFF - -
ES AFFF = =
GC
0% = = =
2.5% - - -
5% ++ - -
10% AR = =
15% . - -
20% AR = =

Values expressed as mean + standard deviation of at least three indepen-
dent experiments (n=9). Different superscripts (a-c) between the same row
differ significantly (p < 0.05).

WHC, water-holding capacity; OHC, oil-holding capacity; SC, swelling capa-
city; FC, foaming capacity; EC, emulsion capacity; ES, emulsion stability; GC,
gelling capacity. (+), present slight functionality; (++), present moderate
functionality; (+++), present high functionality; (-), absent.

silverskin powder and texturized soy. The WHC of coffee re-
sidues depends on the polysaccharides content in coffee re-
sidues. A reduction of these components during processing
could affect WHC due to a lack of site interactions for water
retention. This parameter is desirable in meat products like
sausages because these residues can absorb water without
dissolving proteins. While OHC of coffee residues depends
on the surface availability of hydrophobic non-polar chains,
such as dietary components or amino acids, which bind the
hydrocarbon side chain of oil. This parameter is related to
the physical entrapment of oil and food stabilization, which
could function as a flavoring retainer (Benitez et al., 2019).

Further, all samples exert slight SC, FC, and FS, without
effect of milling process. While no EC, ES, and GC were shown
in coffee silverskin powder, they were the highest in textu-
rized soy. In agreement, it has been reported that a mixture
of coffee silverskin powder (C. arabica and C. robusta) exerts
WHC and OHC (Martuscelli et al., 2021b). Also, previous work
revealed that coffee silverskin and spent coffee grounds
powders (a mixture of C. arabica and C. robusta) showed
approximately 50 % of WHC and OHC. In disagree with our
study, both residues showed EC and ES (Ballesteros et al.,
2014). Additionally, it has been reported a decrease of WHC
values of coffee parchment residue (C. arabica) by effect of
the milling procedure. In contrast with our study, OHC values
were unaffected (Benitez et al., 2019).

WHC and OHC are important parameters that express
the potential of an ingredient to retain water and oil in a food
matrix (Lépez-Marcos et al., 2015; Martuscelli et al., 2021b).
SC is the capacity of an ingredient to increase the surface
volume in the presence of excess water (Benitez et al., 2019),
while FC and FS express the capacity of an ingredient to in-
crease the interfacial area and the effectiveness to maintain
the foam stable after the time (Haque et al., 2020). EC express
the capacity of an ingredient to form a homogeneous
dispersion of two immiscible liquids or emulsion, while ES
describes the effectiveness of an ingredient in maintaining
a stable emulsion after the thermal effect (Ballesteros et al.,
2014; Lopez-Marcos et al., 2015; Martuscelli et al., 2021b).

Antioxidant properties

Moreover, phytochemicals (from the Greek word
Phyto, meaning plant) are bioactive chemical compounds
found in different amounts in plant parts (fruits, seeds,
flowers, leaves, stems, and roots), which depends on plant
species, growing, and processing conditions. Also, it is well
known that phytochemicals improve the protection to plant
cells against environmental hazards like pollution, stress,
UV-exposure, and pathogenic damage. Although these com-
pounds are not essential nutrients for human body, it has
been reported that they exert several biological functions
of interest for the food industry (Saxena et al., 2013). Table
3 reports the phytochemical content of the coffee residues
compared to the commercial standard. The results of the
qualitative phytochemical profile showed that phenols and

Table 3. Phytochemical content of coffee silverskin.
Tabla 3. Contenido de fitoquimicos de la piel plateada de café.

Qualitative profile Soy Coffee residue

Flake Powder
Phenols + ++ +++
Flavonoids + ++ ++
Caffeoylquinic acid - ++ +++
Alkaloids = + AFF
Terpenoids - - -
Steroids - = -
Saponins - - -
g:)aﬁr::itative Soy Coffee residue

Flake Powder
TPC (mg GAE/q) 115.07 £3.51  263.31+£2.90° 268.17 +2.39°
TFC (mg QE/g) 55.08 + 2.08* 64.42 + 2.60° 64.39 + 2.36°
CAC (mg CAE/g) 2547 +051°  7448+1.90° 8259+ 178

(4), slightly present; (++), moderately present; (+++), highly present; (-),
absent.

Values expressed as mean + standard deviation of at least three indepen-
dent experiments (n = 9). TPC, total phenolic content; TFC, total flavonoid
content; CAC, caffeoylquinic acid content. Different superscripts (a-c)
between the same row differ significantly (p < 0.05).
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caffeoylquinic acid were highly present in coffee silverskin
powder, while these compounds were not detected in textu-
rized soy. Flavonoids were moderately present in both coffee
residues, and coffee silverskin flakes showed moderately
presence of alkaloids. In addition, terpenoids, steroids, and
saponins were not detected in all samples. Regarding the
quantitative profile, both coffee residues showed high (p <
0.05) TPC and TFC values (>200 mg GAE and 60 mg QE/g,
respectively) than texturized soy, while coffee silverskin
powder showed high CAC (approx. 80 mg CAE/g) than coffee
silverskin flakes and texturized soy (p < 0.05).

It has been evidenced that soy is an important source
of nutrients like proteins, essential amino acids, and carbohy-
drates, although oligosaccharides, stachyose, and raffinose,
trypsin inhibitors, lectins, gliadin, phytates, mycotoxins, and
saponins have been considered antinutritional substances
in soy, which are inactivated by adequate thermal proces-
sing (Banaszkiewicz, 2011). In agreement, a preliminary
phytochemical screening showed the presence of alkaloids
and flavonoids in an ethanol extract obtained from coffee
silverskin powder (C. arabica). In contrast, saponins and ter-
penoids were also identified in this extract (Al-Yousef et al.,
2017). In addition, a quantitative screening demonstrated
the presence of phenolic, flavonoids, and caffeoylquinic acid
in extracts obtained from coffee residues (C. arabica), inclu-
ding coffee silverskin and spent coffee grounds (Zengin et al.,
2020). Although, phytochemicals are present in diverse types
of waste from the coffee processing industry (Ballesteros et
al., 2014; Zengin et al., 2020), it has been also demonstrated
that a reduction of the particle size improves chemical com-
pound recovery. For example, an increase in carbohydrates,
phenolic, and flavonoid content of coffee parchment residue
(C. arabica) was reported after the milling procedure (Benitez
etal.,, 2019).

Table 4. Antioxidant properties of coffee silverskin.
Tabla 4. Propiedades antioxidantes de la piel plateada de café.

Test Ascorbic acid Coffee residue

Flake Powder
;ZSSPPH_mhibition) 96.10+0.15°  39.42+212°  3821+339
2/?;@3 TS inhibition)  9025% 152" 8022%047° 8789+ 241"
3’\’@5 2£700 ) 1224011 090+005 11507 +3.51°
(FnF:GPFeH/g) 2004015 1554023  265+0.13°
(TnEigF:\iDA/kg) P0E001 01900 009E0or

Values expressed as mean + standard deviation of at least three indepen-
dent experiments n = 9). FRSA, free-radical scavenging activity; RCSA,
radical-cation scavenging activity; RPA, reducing power ability; FRAP, ferric-
reducing antioxidant power; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
Different superscripts (a-c) between the same row differ significantly (p <
0.05).

Volumen XXV, Niumero 1

The Codex Alimentarius (1995) also indicate that food
additives are used with preservative purposes, for example,
to function as an antimicrobial agent and improve antioxi-
dant effect against the oxidation process. In this regard, Table
4 shows the antioxidant properties of the coffee residues
compared with a commercial antioxidant standard (ascorbic
acid, Asc), and the results indicate that Asc showed higher
FRSA (> 90 % of inhibition) than coffee silverskin powder and
flakes (approx. 40 % of inhibition for both), while, Asc and co-
ffee silverskin powder showed higher RCSA activity (approx.
90 % of inhibition for both) than coffee silverskin flakes (<
85 % of inhibition) (p < 0.05), which indicate a positive effect
of milling procedure. Concerning reducing power, RPA and
FRAP values were presented in the order Asc > coffee silvers-
kin powder > coffee silverskin flakes (p < 0.05). In addition,
coffee silverskin powder showed the lowest TBARS values
(< 0.1 mg MDA/kg), which indicates a positive effect of the
milling procedure.

In agreement, the antiradical (FRSA and RCSA) and
the reducing power activity (FRAP) of extracts obtained from
coffee residues (C. arabica) like silverskin and spent coffee
grounds has been demonstrated (Zengin et al, 2020). A
previous study indicates that coffee silverskin powders and
spent coffee grounds (mixture of C. arabica and C. robusta)
exert antiradical FRSA and FRAP potential (Ballesteros et al.,
2014). Additionally, an increase of RCSA of coffee parchment
residue (C. arabica) was observed after the milling procedure
(Benitez et al., 2019). The FRSA (DPPH assay) are methods
that involve the hydrogen atom transfer as reaction me-
chanisms [free radical (X) + Antioxidant compound (OH) —
Neutralized radical (XH + O’)], while the RCSA (ABTS* assay),
RPA (Prussian-blue) and FRAP methods involve the electron
transfer mechanisms [radical cation (X*) + Antioxidant com-
pound (OH) — Neutralized radical (XH + O)] (Berker et al.,
2010; Echegaray et al., 2021). In addition, it has been reported
that TBARS method could involve both mechanisms (Velaz-
quezetal., 2021).

CONCLUSIONS

Physicochemical results indicated that coffee silvers-
kin flakes and powder showed pH near to neutrality, and the
color was Roman coffee and Deep coffee, respectively, which
indicates that the milling process changed this parameter.
In addition, techno-functional determinations showed that
coffee silverskin flakes showed the highest WHC and OHC,
while both coffee residues exert slight SC, FC, and FS, without
the effect of the milling process. However, both residues not
showed EC, ES, and GC. Furthermore, phytochemical scree-
ning revealed the presence of metabolites in coffee silverskin
(powder > flakes), like phenols, flavonoids, caffeoylquinic
acid, and alkaloids, while terpenoids, steroids, and saponins
were not detected. Regarding antioxidant activity, coffee
silverskin powder showed high FRSA, RCSA, RPA, and FRAP
values, as well as the lowest TBARS values, which indicate
that the milling process increases antioxidant properties. In
conclusion, coffee silverskin can be proposed as a functional
ingredient for the food industry.
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RESUMEN

En los ultimos anos, las investigaciones se han centra-
do en el estudio, desarrollo y validacién de compuestos de
origen natural que se puedan utilizar de manera eficaz y se-
gura como alternativa a los promotores de crecimiento con-
vencionales que se emplean rutinariamente en la produccion
pecuaria, de modo que estos no comprometan el bienestar
animal, ni las caracteristicas de calidad de la carne. Una de
estas alternativas es el uso de minerales como las zeolitas
de tipo clinoptilolita. La clinoptilolita al ser adicionada al ali-
mento de rumiantes, ha demostrado tener efectos benéficos
sobre algunos parametros de la fermentacién ruminal, lo cual
se traduce en una mejora en el comportamiento productivo
del animal. Los reportes sobre el uso en rumiantes son limita-
dos y en algunos casos los resultados son inconsistentes. En
esta revision se discuten los efectos que se han encontrado
en ovinos y bovinos al ser suplementados con distintas dosis
de clinoptilolita.
Palabras clave: Rumiantes, Clinoptilolita, Comportamiento
productivo, Fermentacién ruminal.

ABSTRACT

In recent years, research has focused on the study,
development and validation of compounds of natural origin
that can be used effectively and safely as an alternative to
conventional growth promoters routinely used in livestock
production, so that these do not compromise animal welfare,
or the meat quality characteristics. One of these alternatives
is the use of minerals such as zeolites of the clinoptilolite
type. Clinoptilolite, when added to ruminant feed, has been
shown to have beneficial effects on some parameters of
ruminal fermentation, which translates into an improvement
in the productive behavior of the animal. However, there
is a lack of studies on ruminants, and in some cases have
been inconclusive. Thus, the aim of this review is to discuss
the effects of the dietary inclusion of clinoptilolite as a feed
additive in ovines, and bovines supplemented with different
levels of Clinoptilolite
Key words: Ruminants, Zeolites, Productive performance,
Ruminal fermentation.
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INTRODUCCION

El cambio climatico y la resistencia a antibiéticos son
dos de las principales amenazas a la salud animal y humana,
y entre los diferentes factores que contribuyen a su impacto,
la ganaderia tiene una participacién importante debido a
la generacién de gases de efecto invernadero (GEI) que se
producen durante la fermentacién ruminal (FR) (Gerber et al.,
2013). A su vez, la demanda de carne y leche proveniente de
rumiantes aumenta de manera proporcional al incremento
de la poblaciéon humana (Baldi y Gottardo, 2017), por lo cual,
la industria pecuaria ademas de aumentar la poblacién de
sus hatos ganaderos, ha buscado implementar diferentes es-
trategias que garanticen una eficiencia en la FRy en la utiliza-
cion de alimento con el fin de obtener un mayor rendimiento
de leche y carne. Dentro de estas estrategias se encuentra el
uso de aditivos que modulen algunos parametros de la FR,
donde de manera recurrente los productores utilizan ionéfo-
ros o antibiéticos promotores de crecimiento (APC) en dosis
subterapéuticas con el objetivo de promover el crecimiento,
mejorar la conversion alimenticia e incluso prevenir infeccio-
nes (Dibnery Richards, 2005). Su mecanismo de accion se en-
cuentra relacionado con la inhibicién en algunas poblaciones
de microorganismos no deseados, lo cual promueve cambios
en el microbioma ruminal (MOR) y consecuentemente en la
dindmica de la FR. Estos cambios mejoran la utilizacién de
nutrientes y uso de la energia (Dennis et al., 1981; Gaskin et
al., 2002; Dibner y Richards, 2005). Sin embargo, existe la pre-
ocupacion de que el uso imprudente de los APC conduzca al
desarrollo de resistencias antimicrobianas y transferencia de
genes resistentes a antibidticos a humanos, representando
un peligro para la salud del consumidor (Castanon, 2007;
Mathew et al., 2007). Por ello se han propuesto otro tipo de
aditivos alimenticios con propiedades nutracéuticas, capaces
de sustituir a estos compuestos, manteniendo los beneficios
reportados y garantizando una produccién sustentable.

Dentro de este grupo de aditivos se encuentran los
de uso comun como acidos orgdnicos, enzimas digestivas,
probidticos y prebidticos; ademds se encuentran aquellos
aditivos alternativos como extractos vegetales y minerales
como zeolitas de tipo clinoptilolita (Spears, 1996; Benchaar
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et al., 2008; Meschiatti et al., 2019; Zayed et al., 2020). Debido
a su potencial en la produccién animal, recientemente se ha
incrementado el interés en el uso de estos aditivos alterna-
tivos. Sin embargo; las dosis, tipos de dietas o tiempos de
exposicion efectivos en rumiantes o monogastricos aiin no
se han dilucidado completamente, observandose en algunos
casos efectos nulos o poco convenientes, aunado a que su
uso prolongado podria conllevar a una adaptacién meta-
bolica, reduciendo el efecto esperado en el animal (Patra y
Saxena, 2009; Pena-Torres et al., 2019).

En el caso particular de la clinoptilolita (CTL), las dosis
efectivas para monogastricos son conocidas y en la industria
avicola es comun incluirlas en la dieta de las aves de postura
y pollos de engorda (Kyriakis et al., 2002; FEEDAP, 2013; Hcini
et al., 2018). Por otra parte, aunque algunas investigaciones
han reportado cambios favorables en los parametros de la
FR, la adicién de CTL en la dieta de rumiantes no es una prac-
tica rutinaria (McCollum y Galyean, 1983; Khachlouf et al.,
2018; Roque-Jiménez et al., 2018). Esta revisidn tiene como
objetivo mostrar la informacién actual del uso de la CTLy su
efecto en la produccién de bovinos y ovinos.

Definicion y propiedades de las zeolitas tipo Clinoptilolita
Las zeolitas son aluminosilicatos hidratados de estruc-
tura tridimensional constituidos por tetraedros de 6xido de
silicio y aluminio, los cuales se encuentran compensados con
cationes intercambiables de potasio, calcio, magnesio y so-
dio; cuya funcion es estabilizar la carga de material (Mump-
ton, 1998; Coombs et al., 1998). Su estructura les permite
formar cavidades ocupadas por iones relativamente inocuos
y moléculas de agua, las cuales muestran gran libertad de
movimiento. Esto les brinda sus propiedades especificas: el
intercambio catidnico, tamizado molecular, adsorcién y la
deshidratacién reversible (Bish y Ming, 2001; Li et al., 2017).

Las zeolitas se formaron a partir de la vitrificacién de
las cenizas volcénicas, es por ello que se encuentran catalo-
gadas como minerales provenientes de rocas volcanicas, de
los cuales se han registrado mas de 50 especies (divididas en
grupos) donde cada una tiene sus caracteristicas fisicoquimi-
cas unicas. En la industria pecuaria la zeolita de tipo CTL es
la mas empleada como aditivo alimenticio debido a que ha
mostrado tener efectos benéficos en el rendimiento y salud
animal, ademas, ha demostrado ser un aditivo inerte en el
sistema digestivo, debido a que no reacciona quimicamente
con otros nutrientes o fluidos corporales, por lo que no causa
efectos adversos a la salud (Coombs et al., 1998; Valpotic et
al., 2017).

La CTL (Ca Na,K, [AIOZ]5 [SiO,],, .24H.0) tiene una re-
lacion silicio/aluminio =4, misma que la hace pertenecer al
grupo de las zeolitas de tipo heulandita (Bish y Ming, 2001;
Jha y Singh, 2016), es clasificada como un material micro-
mesoporoso (0.30 a4 nm) con una capacidad de intercambio
cationico (CIC) de 2.2 meg/100g (Jha y Singh, 2016; Krdl,
2020) y una afinidad mas pronunciada por algunos elemen-
tos: Cs* > Rb* > K* > NH,* > Ba** > Sr** > Na* > Ca** > Fe** > Al
3> Mg* >Li* (Ames, 1960).

(
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Dentro de los efectos estudiados que ha tenido la
CTL, se encuentran la desintoxicaciéon de organismos huma-
nos y animales, efecto antibacterial, mejoras en la nutricién
e inmunidad de los animales, dosificacion de farmacos, se-
paracion de biomoléculas, purificacién de agua, suelo y aire,
absorbente de contaminantes radioactivos y descontamina-
cién de aguas residuales descargadas de centro nucleares
(Rostami y Jafari, 2014; Delkash et al., 2015; Song et al., 2015;
Yuna, 2016; Valpotic¢ et al., 2017). Debido a sus propiedades
presentadas en los animales de engorde, principalmente en
aves y cerdos, recientemente se ha propuesto como alterna-
tiva para sustituir o complementar el efecto de los promo-
tores de crecimiento tradicionales. El aprovechamiento de
los nutrientes cuando se suplementa con este mineral, es
atribuido principalmente a dos propiedades especificas, su
CIC y su competencia como adsorbente. Estas propiedades
posibilitan drenar moléculas no deseadas del organismo,
regular la microbiota intestinal, permitiendo con ello un
mayor tiempo de retencién de los nutrientes, ademas de una
liberacion dosificada de los mismos en el tracto digestivo
(Wu etal., 2013; Tondar et al., 2014; Valpotic et al., 2016).

Adsorcion e intercambio catidnico de las Zeolitas

La adsorcién se describe como un proceso donde ocu-
rren interacciones de tipo fisicas, quimicas o idnicas entre las
moléculas de un adsorbente y adsorbato, las cuales influyen
en la concentracion de un compuesto o fluido (adsorbato)
sobre la superficie de un sélido (adsorbente). La CIC de
las zeolitas se considera dentro del proceso de adsorcién,
debido a que los iones del adsorbato solamente son reem-
plazados por los iones de compensacion de la zeolita a través
de interacciones electroestaticas que buscan neutralizar la
carga (Kammerer et al., 2019). Por lo tanto, se le conoce como
CIC a la capacidad de sustitucion o desplazamiento de los
cationes de compensacién de acuerdo con su radio iénico y
concentracion de carga. Esta capacidad se relaciona directa-
mente con la cantidad de aluminio que contiene la zeolita;
entre menor sea la relacién silicio-aluminio, mayor sera su
CIC (Weitkamp y Puppe, 2013).

Ultimamente, investigadores han centrado su interés
en el estudio de las propiedades adsorbentes de la zeolita
y otros materiales para la recuperaciéon de diferentes com-
puestos, por una parte, para disminuir la carga orgdnica
de las aguas residuales y por otro lado para utilizarlos en el
sector de la cosmética, farmacéutica y alimentaria, con el fin
de enriquecer sus productos a una inversion relativamente
econdmica al tratarse de un material de bajo costo (Ahma-
ruzzaman, 2008; Thiel et al., 2013; Kammerer et al., 2019).
Ademds, se han realizado distintos trabajos con zeolitas para
la dosificacion controlada o retencion de farmacos, aditivos
o nutrientes en el organismo, de tal manera que estos sean
mejor aprovechados. Por ejemplo, cuando son incluidos en
la dieta de animales de produccién, este aprovechamiento
se ve reflejado en mejoras en el comportamiento productivo
(Toprak et al., 2016; Valpoti¢ et al., 2017). Otra propiedad de
las zeolitas, es su capacidad para atrapar a las micotoxinas
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encontradas en productos alimenticios para animales, lo cual
disminuye el impacto que estas pudieran causar en la salud
animal (Di Gregorio et al., 2014).

Un estudio probé la capacidad de las zeolitas para
prolongar el tiempo de liberacién de un extracto fendlico,
dentro de los resultados encontrados, se observé que, en el
transcurso de 3 h, solamente se habia liberado el 60 % del
extracto de los hidrogeles que contenian 3 % de zeolita, este
efecto sele atribuye a que lazeolita provocé una mayor reticu-
lacion en el material, ademas de un menor valor de liberacién
inicial (Cursaru et al., 2020). Mientras tanto, en otro estudio
donde se evaluaron las propiedades de desorcion de la CTL
(se utilizaron tres tamanos de particula: pequefio, mediano
y grande; 1.5-10 pym, 5-16 um y 11-40 pm respectivamente)
modificada con aspirina bajo condiciones gastricas, se en-
contré que, a un pH de 2.0 y un tamano de particula grande
(11-40 pm), la liberacién de aspirina fue aproximadamente
un 20 % menor que los otros tratamientos. Por otra parte, a
un pH de 6.5 (intestinal) se alcanzo el 80 % de liberacion de
aspirina, lo cual indica que las propiedades de adsorcién y
desorcidn de la zeolita son dependientes del pH y tamaio
de particula (Tondar et al., 2014). Con respecto a lo anterior,
otros autores han observado que trabajar a un pH menor
al pka de la zeolita favorece la recuperaciéon de moléculas,
esto debido a la carga negativa de la zeolita y al principio de
Coulomb; por lo que es importante mencionar que el punto
de inflexion sobre la influencia del pH en la capacidad de
adsorcion de la zeolita se encuentra en un valor alrededor
de 4.5 (Ahmaruzzaman, 2008; Davila-Guzman et al., 2012;
Tondar et al., 2014).

Modificacién quimica de las Zeolitas

Con el fin de aprovechar y potencializar las propie-
dades de las zeolitas, éstas son sometidas a un proceso de
modificacién o activacion de tal manera que este material se
pueda emplear como adsorbente o dosificador de farmacos
(Tondar et al., 2014; Servatan et al., 2020) o de distintas mo-
léculas organicas (Martins et al., 2020), también, mediante el
uso de 6xidos o iones metdlicos como el zinc, cobre o plata,
éstas potencializan su efecto bactericida o bacteriostético
(Copcia et al., 2011; Hagiware et al., 2011; Ambrozova et al.,
2017; Milenkovic et al., 2017; Fanta et al., 2019), asi mismo se
han visto zeolitas impregnadas de urea que son utilizadas en
la alimentacion de rumiantes (Erwanto et al., 2011; Kardaya
et al, 2012; Laza-Knoerr y Dumargue, 2020; Sallam et al.,
2022). Este principio se basa en la CIC de la zeolita, misma
que le permite descationizar selectiva y parcialmente los
cationes de compensacion, para posteriormente cargar los
cationes de interés segun el grado de afinidad con el material
(Ames, 1960; Sallam et al., 2022). Por lo general para lograr
esta modificacion quimica, las zeolitas son sometidas a un
proceso de elucién llevado a cabo en soluciones acuosas a
una concentracion y temperatura conocida (Cerri et al., 2002;
Montes-Luna et al., 2015).

La zeolita también puede ser modificada por medio
de métodos fisicos y mostrar efectos favorables, por ejemplo,

en un estudio donde se incorporé zeolita vibro activada y mi-
cronizada en la racién de vacas lecheras, la zeolita demostré
reducir las incidencias de infecciones intramamarias de las
vacas (Buricic¢ et al., 2020). Por otra parte, El-Nile et al. (2021),
estudiaron el efecto que tiene la nano-zeolita (zeolita reduci-
da mecdnicamente) sobre los pardmetros de la FR en cabras.
En este estudio se reportd una reduccion en la produccion de
metano y una mejora en la produccion total de acidos grasos
volatiles ruminales (AGV) y acido propidnico en las cabras
suplementadas.

Uso de la clinoptilolita natural en la industria pecuaria
como estrategia de mejora en los parametros producti-
vos

La zeolita de tipo CTL es empleada en la nutricion
animal principalmente por sus efectos sobre la salud de aves,
cerdos y vacas lecheras, ademas es un ingrediente inerte
que tiene efectos benéficos sobre la produccion; para el
caso especifico de rumiantes como bovinos y ovinos, se ha
observado que ademas de modular los parametros de la FR,
las zeolitas ocasionan cambios en algunas poblaciones de
bacterias y protozoos del MOR (Galindo et al., 1986; Goodarzi
y Nanekarani, 2012), reflejandose en la produccién de carne
y leche.

Efectos en la fermentacién ruminal

La CTL tiene una alta afinidad por los iones de amonio,
se ha reportado una captura de hasta el 15% de éstos en el
rumen, los cuales son liberados lentamente por un intercam-
bio con los iones de sodio contenidos en la saliva que ingresa
al rumen durante la rumia (Mumpton, 1998). Esto favorece la
eficiencia en la sintesis de la proteina microbiana y reduccion
en las altas concentraciones de nitrogeno amoniacal (NH,-N),
cuando en la alimentacién del rumiante se agregan com-
puestos nitrogenados no proteicos (NNP) (White y Ohlrogge,
1983; Sallam et al., 2022). Ademas, se han observado cambios
en los pardmetros de la FR al incorporar CTL natural o modifi-
cada en la dieta de rumiantes (Cuadro 1). Por ejemplo, se han
visto mejoras en la relacién acetato:propionato (A:P) durante
la produccion de AGV ruminales (McCollum y Galyean, 1983;
Kardaya et al., 2012), ademas de una reduccién de hasta el 49
% en las concentraciones de gas metano (Kardaya et al., 2012;
El-Nile et al., 2021).

A continuacién, se presentan algunos ejemplos de
diferentes estudios donde se evaltan los cambios en los pa-
rametros de la FR y digestibilidad al suplementar a bovinos
y ovinos con diferentes dosis de CTL. Por ejemplo, se tomd
una muestra de liquido ruminal de ovinos suplementados
con dos tipos de CTL y su combinacién (calcica y potasica), y
se midio6 el pH, NH_-N, la concentracion total de AGV y pobla-
cién de bacterias a diferentes horas post-alimentacion (0, 3, 6
y 10). En este estudio se observé que la CTL célcica mantuvo
el pH ruminal cerca de la neutralidad a las 3, 6 y 10 horas,
ademas, las concentraciones totales de AGV, y la poblacién
de bacterias celuloliticas fueron mas altos en comparacién
con los demas tratamientos (Goodarzi y Nanekarani, 20112).
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Cuadro 1: Cambios en los pardmetros de la fermentacion ruminal y digestibilidad de bovinos y ovinos suplementados con clinoptilolita
Table 1: Effects of dietary clinoptilolite on rumen fermentation characteristics and digestibility in bovines, and ovines

Efecto observado

Referencia

Tiempo de exposicion y dosis em- Especie
pleada (n)
CTL calcica y potasica, 0 y 4 % por 3 Ovinos
sem n=4

Zeolita natural: 0, 20, 40 y 60 g/kg por
52d

CTLal 1.4 % por 12 sem

CTL-Ca: 0,10, 20 y 30 g/kg por 35 d

CTL potésicaal 0,1.5,3y4.5% por17d

Ovinos Rambouillet

n=40

Vacas Holstein
n=30

Novillos Holstein
n=4

Ovinos Pelibuey

n=4
CTL al 0, 1.25, 2.5 y 5 % por periodos Novillos
de 14d n=4
CTLal 0, 3,6y 9 % por periodosde 17 d Oangs
CTL 200 g/d por 12 sem Vaca:f‘;'gte'"
Zeolita natural al 2 % por 45d QB AEL]
n=45
Zeolita al 0,30y 60 g/d por 90 d O"'”O; 'Y‘jgraba”
Zeolita natural 1 % y Zeolita impregna- Ovinos
daconurea2%pori11d n=24

CTL calcica 3 % por 120 d

Novillos Holstein
n=45
Ovinos Barki

1 pH, poblacién de bacterias celuloliticas, produc-
cion total de AGV'y absorcion del NH-N

1 Produccion total de AGV, pH y retenciéon de N

T1 pH ruminal
T| Concentracidn total de AGV y &cido propiénico

Tt Concentracion total de AGV, relacion A:P
1 Degradacion de la materia orgénica, almidén y el
flujo del NH,-N al duodeno

tConcentracion de acido propidnico

tConcentracion de acido propidnico
Tt Concentracidn total de AGV, digestibilidad de
nutrientes
| pHy nivel de NH.-N

Cambios en la digestibilidad de la materia seca,
proteina y fibra

T pH
| Concentracién de acido propiénico

1 pHy concentraciéon de acido acético

1 Digestibilidad de la PC, MO y fibra.

| pH ruminal, concentraciéon de acido acético y
metano
Mejor relacion acetato:propionato

TConcentracion de NH.-N (5.5 h post alimentacién)

1 pH y digestibilidad de la PC, MO y fibra.

Goodarzi & Nanekarani (2012)

Roque-Jiménez et al. (2018)

Dschaak et al. (2010)

Urias-Estrada et al. (2017)

Ruiz et al. (2007)

McCollum & Galyean (1983)

Ghaemia et al. (2010)
Karatzia et al. (2011)
Mahdavirad et al. (2021)

Forouzani et al. (2004)

Kardaya et al. (2012)

Sadeghi & Shawrang (2006)

Ghoneem et al. (2022)

0
CTL 1y 2% por90d n=30

| Nivel de NH.-N (3 y 6 h post alimentacién)

T: Tendencia; NH,-N: Nitrégeno amoniacal; AGV: Acidos grasos volatiles; N: Nitrégeno; PC: Proteina cruda; MO: Materia orgénica

En otro trabajo donde se analizaron los parametros de
la FR, se observé un pH mas alto en los corderos suplemen-
tados y una mayor produccion de AGV al adicionar 40y 60 g/
kg de zeolita en el alimento (Roque-Jiménez et al., 2018). Se
puede observar que la mayoria de los estudios han reportado
un pH ruminal alcalino en los animales suplementados con
CTL (Dschaak et al., 2010; Karatzia et al., 2011; Mahdavirad et
al., 2021). Sin embargo, en un estudio realizado en novillos
donde se probaron 3 dosis diferentes de CTL (1.25, 2.5y 5
%), se reporté un pH ligeramente 4cido en los tratamientos
donde se incluyé 2.5y 5 % de CTL; no obstante, se reporté
una mayor concentracién de AGV totales y acido propidnico
(McCollum y Galyean, 1983). En este trabajo las concentra-
ciones de AGV tendieron a incrementarse en los grupos
experimentales (107.7, 106.6 y 106.8 mmol/L) con respecto
al control (104.8) y se presenté un aumento significativo en la
produccion de dcido propidnico (38.1 vs 35.2%) para el grupo
donde se incluyd 2.5 % de CTL en la dieta. El aumento en la
produccion de AGV y 4cido propidnico ha sido constante en
ovinos (Ruiz et al., 2007; Goodarzi y Nanekarani, 2012; Roque-
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Jiménez et al., 2018; Sallam et al., 2022) y novillos (McCollum
y Galyean, 1983; Urias-Estrada et al., 2017) cuando se utilizan
dosis mayores al 1.5 % de CTL en la dieta. Por ejemplo, en
ovinos de pelo, se reportd un incremento significativo en las
concentraciones de propionato al adicionar 1.5 % de CTL en
el alimento (Ruiz et al., 2007). Con respecto a los efectos en la
digestibilidad, se ha demostrado que la CTL mejora la diges-
tibilidad de los nutrientes, por ejemplo, la inclusiéon de CTL
en la dieta de ovinos redujo la digestibilidad de la materia
seca, pero en cambio mejord la digestibilidad de la proteina,
materia organica y de la fibra en los ovinos (Forouzani et al.,
2004; Ghaemnia et al., 2010; Ghoneem et al., 2022; Sallam et
al., 2022) y novillos suplementados con diferentes dosis de
CTL (Galindo et al., 1982; McCollum y Galyean, 1983; Urias-
Estrada etal., 2017).

Por otra parte, la zeolita modificada también ha
demostrado potencial para modular algunos pardmetros
de la FR, por ejemplo, Kardaya et al. (2012), estudiaron el
efecto que tiene la zeolita impregnada con urea sobre las
caracteristicas de FR en ovinos. Los resultados mostraron que
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tanto la zeolita como la zeolita modificada con urea pueden
ser utilizadas para mejorar la relaciéon A:P y reducir hasta en
un 37% la produccion de metano en el rumen, sin afectar la
produccion del resto de los AGV. Ademas, se observé que los
tratamientos con zeolita mantuvieron las concentraciones
de NH,-N en rumen y las concentraciones de urea en plasma
dentro de un rango normal-bajo. Estos cambios pueden
ser atribuidos a la propiedad de adsorcién-desorcion de la
zeolita, permitiéndole crear reservas de NH,-N en el rumen
(Sadeghiy Shawrang, 2006; Kardaya et al., 2012). En la mayo-
ria de los sistemas de produccion, el nitrégeno derivado de
la degradacién de las proteinas se produce por encima de la
capacidad de los microorganismos ruminales para utilizarlo
para su crecimiento, por lo que el exceso de NH,-N se absor-
be a través de las paredes ruminales e ingresa al ciclo de la
urea en el higado, para posteriormente reingresar al rumen
por medio de la saliva o ser excretado en la orina. Esto incre-
menta la liberacién de nitrégeno al medio ambiente y puede
generar un aumento en los costos de produccién.

El mecanismo de accién de este mineral se encuentra
relacionado a las modulaciones que ocasiona en el ambiente
ruminal: La zeolita ocasiona un efecto buferizante en el
rumen (debido a su alta capacidad de intercambio de iones
de H*), proporcionando condiciones favorables para el desa-
rrollo y la actividad de las bacterias celuloliticas del rumen,
ademas de una mejor eficiencia digestiva y produccién de
AGV (White y Ohlrogge, 1983; Pond y Mumpton, 1984; Goo-
darzi y Nanekarani, 2012). Ademas, las reservas de NH,-Nysu
liberacion controlada en el rumen debido a la CIC de la zeo-
lita, permite una mayor utilizacion del nitrégeno de la dieta
para la sintesis de proteina microbiana (White y Ohlrogge,
1983; Pond y Mumpton, 1984; Sadeghi y Shawrang, 2006;
Erwanto et al., 2011). Asi mismo, en la mayoria de los estudios
presentados anteriormente, se ha reportado un aumento en
las concentraciones de propionato y en la reduccién de la
sintesis de metano. Estos cambios pueden estar relacionados
a la CIC de la zeolita, permitiéndola actuar como sumidero
de H* molecular y ocasionando una disminucién en su dispo-
nibilidad para la reduccién de diéxido de carbono a metano
por actividad de los metandgenos; otra posible explicacién
sugiere un efecto directo de la zeolita sobre la composicion
de las comunidades del MOR'y sus productos finales.

Se ha reportado que un cambio en el patrén de
produccion en los AGV hacia una mayor produccién de pro-
pionato es consecuencia de una mayor digestiéon ruminal del
almiddn o de un uso mas eficiente de la energia, debido a
que las bacterias ruminales utilizan mas iones de H* para la
sintesis de propionato en lugar de acetato o metano (Boadi
etal., 2004; Urias-Estrada et al., 2017). Los cambios en las con-
centraciones de propionato y metano podrian beneficiar tan-
to a la eficiencia de la producciéon ganadera como al medio
ambiente. El metano que se forma durante la FR contribuye
al 40 % de los gases de efecto invernadero que se generan en
la produccién de rumiantes, ademas, la produccién de este
gas representa para el rumiante hasta un 12 % de pérdida de
la energia bruta del alimento (Beauchemin et al., 2020).

Efectos en el comportamiento productivo y caracteristi-
cas dela canal

A pesar de los potenciales efectos positivos sobre
los parametros de FR, el efecto de las zeolitas sobre el ren-
dimiento en rumiantes no ha sido concluyente (Cuadro 2).
Desde una perspectiva metabdlica, las zeolitas no tienen un
efecto directo sobre el rendimiento del ganado; sin embargo,
al neutralizar el pH ruminal, proporcionan condiciones rumi-
nales mas favorables para un mejor desarrollo y actividad de
las bacterias, y por consecuencia una mejora en la producti-
vidad animal. De acuerdo con esto, corderos (Deligiannis et
al., 2005; Norouzian et al., 2010; Stojkovi¢ et al., 2012; Estrada-
Angulo et al., 2017; Abdelrahman et al., 2021) de diferentes
razas y novillos (Sherwood et al., 2005) registraron mejores
ganancias de peso y eficiencia alimenticia cuando fueron
suplementados con CTL. Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que la suplementacion con CTL no tiene efecto
sobre el comportamiento productivo animal (McCollum y
Galyean, 1983; Bosi et al., 2002; Toprak et al., 2016; Mahdavirad
etal., 2021); no obstante, tampoco se ha reportado un efecto
negativo sobre la producciéon, a excepcion del estudio de
Pond et al. (1984); En este trabajo se encontré una reduccién
en las ganancias de peso de los corderos suplementados con
CTLy urea como fuente de NNP.

Por otro lado, los cambios en las caracteristicas de la
canal por efecto de la suplementacién con CTL son limita-
dos y ademas, los resultados encontrados hasta ahora son
poco claros; algunos estudios reportan canales mas magras
y con una tendencia al aumento del 4rea del ojo de costilla
(Estrada-Angulo et al., 2017; Coronel-Burgos et al., 2017; Sa-
llam et al., 2022; Ghoneem et al., 2022), mientras que otros
autores no han observado efecto alguno en ninguna de las
caracteristicas de calidad de las canales (Pond et al., 1984;
Deligiannis et al., 2005; Sherwood et al., 2005) aun cuando los
animales suplementados presentaron mejores ganancias de
peso con respecto al grupo control. Una de las caracteristicas
de calidad de la canal de gran importancia econémica es el
rendimiento (relacion entre el peso de la canal caliente y peso
vivo del animal), y es bien conocido que se puede mejorar
aumentando el nivel nutricional de la dieta (Alexandre et al.,
2009). En este sentido, la zeolita al ser un ingrediente que no
tiene ningun aporte energético, disminuye la concentracion
de energia neta cuando es incluida en la dieta (Coronel-Bur-
gos et al., 2017; Estrada-Angulo et al., 2017). Esta reduccion
de la densidad energética de la dieta puede reflejarse en una
menor deposicién de tejido muscular y grasa corporal en las
canales de los animales suplementados, y por consecuencia
en el rendimiento de éstas. Sin embargo, se requiere de mas
investigacion para establecer si la CTL puede mejorar las
caracteristicas de las canales y ademas, aclarar las condicio-
nes nutricionales de la dieta para una mejor utilizaciéon de la
energia bajo una suplementacion con este mineral.

Por otra parte, Khachlouf et al. (2018) recientemente
realizaron un meta-analisis sobre los efectos en la produc-
cién y composicion de la leche proveniente del ganado
lechero suplementado con zeolita, principalmente CTL. El
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Cuadro 2: Efectos en el comportamiento productivo y carateristicas de la canal de bovinos y ovinos suplementados con clinoptilolita.
Table 2: Effects of dietary clinoptilolite on feedlot performance and carcass traits in bovines and ovines.

Tiempo de exposicion y dosis
empleada

Especie
(n)

Efecto observado

Referencia

CTLal0,1.5y 3 % por 6 sem

Zeolitaal 0,30y 60 g/d por90d

CTLal0,1.5,3y4.5%por75d

Ovinos Balouchi
n=30

Ovinos Mehraban n =48

Ovinos Kathadin x Pelibuey

n =40
Ovinos Barki
0
CTL 1y 2% por90d n=30
Zeolita natural: 0, 20, 40 y 60 g/kg por Ovinos Rambouillet
52d n=40
CTL: 0y 3% por 3 meses Ovinos Karagouniko
n=24
CTLal0,15,3y45% por 75 d Ovinos Kathadin x Pelibuey
n =40
Bovinos
0
CTLal 1.2 % por 168 d h=96

CTLal0, 1,2y 3 % por 56 d

Ovinos Kathadin x Pelibuey

1 GDP

1 Consumo de alimento
TNS CAy AOC
|Menor deposicion de grasa dorsal
1 Masa magra | grasa tisular y visceral
T1 AOC

T GDPyT| CA

1GDPy CA

1GDP y consumo de alimento
Caracteristicas de la canal sin cambio
1CA
Sin cambio en consumo de alimento
TNS GDP (3.4 %) y CA (2.8 %)

Sin cambios en el comportamiento
productivo

Norouzian et al. (2010)

Forouzani et al. (2004)

Coronel-Burgos et al. (2017)
Ghoneem et al. (2022)
Roque-Jiménez et al. (2018)
Deligiannis et al. (2005)
Estrada-Angulo et al. (2017)

Sherwood et al. (2005)

Estrada-Angulo et al. (2017)

n=40
Ovinos Naemi
V)
CTLal 1y 2% por56d s
Alimento a base de CTL 2‘1”%5

Vacas Holstein
n=42

Aluminosilicato de sodio: 0y 200 g/d
por 100 d

Vacas Holstein

CTLal 0,150y 300 g/d por 20 sem n=90

| Menor deposicion de grasa dorsal
1 Ganancia total de peso y consumo de
alimento
1 Ganancia total de peso, GDPy CA |
Incidencia de diarreas
TProduccion de leche (+2.18 kg/vaca)
Sin cambios en la composicion quimica de la
leche

Abdelrahman et al. (2021)

Stojkovic etal. (2012)

Khachlouf et al. (2019)

Sin cambios en la produccion de leche Marin et al. (2020)

T: Tendencia; GDP: Ganancia diaria de peso; NS: Resultado no significativo AOC: Area del ojo de costilla; CA: Conversién alimenticia

meta-analisis revelé un aumento en la produccién de leche
cuando las vacas son suplementadas con dosis entre los 200
y 300 g/d. Una mejora en el rendimiento de la leche puede ser
resultado de una modificacién en algunos de los pardmetros
de la FR como: un aumento en la produccién de propionato,
mejoras en la digestibilidad o una mayor sintesis de proteina
microbiana (Marin et al., 2020). No obstante, algunos autores
no reportaron cambios en la produccién de leche (Bosi et al.,
2002; Dschaak et al., 2010; Khachlouf et al., 2019); estas incon-
sistencias pueden estar relacionados a la dosis utilizada, la
composicién de la dieta o de la zeolita, consumo de alimento
o el tamano de particula del alimento (Khachlouf et al., 2018;
Marin et al., 2020).

Es importante resaltar que con respecto a la influencia
en la calidad de la carne de rumiantes por la suplementacion
con CTL, hasta nuestra revisidon se cuenta con muy poca
informacion disponible en la literatura. No obstante, los re-
sultados de un estudio reportan una mejora en el color de la
carne de corderos suplementados con 1 % de CTL, principal-
mente en los pardmetros L*, a* y C*, ademas se observd una
mejora en el perfil lipidico e indices nutricionales de la carne
de los corderos suplementados (Tanori-Lozano et al., 2022).
Este ultimo resultado, coincide con los cambios reportados
en el perfil lipidico de la carne de aves suplementadas con
CTL (Mallek et al., 2012; Hcini et al., 2018).
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Seguridad de la Clinoptilolita

Con respecto al uso de CTL, hasta el momento no
se han reportado efectos toxicos a su exposicion durante
periodos largos, incluso algunos estudios han encontrado
resultados prometedores sobre la inhibicién del desarrollo
de células cancerigenas (Paveli¢ et al., 2018; Eisenwagen y
Paveli¢, 2020). Recientemente se ha discutido la posibilidad
de que ocurra una desorcién de los metales pesados atrapa-
dos en las zeolitas cuando esta transita por el intestino; sin
embargo, debido a la alta afinidad que tiene la CTL por los
metales pesados, la adsorcién es casi irreversible (Hamidpour
etal., 2010; Tondar et al., 2014).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) aprobo el uso de CTL como un aditivo seguro para
utilizarse en la industria pecuaria a dosis de hasta 10,000 mg/
kg.La CTL al ser un aditivo inerte, no se absorbe ni se degrada
durante su paso por el tracto digestivo, por lo que es comple-
tamente excretada en las heces (FEEDAP, 2013). En ninguno
de los estudios anteriores se reportaron efectos negativos
sobre la productividad o salud de los animales que fueron
suplementados con CTL. Por el contrario, la adicion del mi-
neral a la dieta contribuyé a su salud, disminuyendo el indice
de diarreas o infecciones intramamarias (Deligiannis et al.,
2005; Norouzian et al., 2010; Stojkovic et al., 2012; Khachlouf
etal., 2019; Buricic¢ et al., 2020), asi como las concentraciones
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de aflatoxinas (Katsoulos et al., 2016) y de metales pesados
(Khachlouf et al., 2019) en la leche de vacas. Otra de las preo-
cupaciones sobre el uso de zeolitas en la nutricion animal, es
su potencial efecto de adsorber minerales o vitaminas esen-
ciales, lo que a largo plazo pudiera provocar desbalances
nutricionales y repercutir negativamente en la productividad
animal. No obstante, varios estudios han mostrado que la
suplementacion con CTL no tuvo efectos adversos sobre las
concentraciones séricas de Cu, Fe, Zn, Na, K, Ca, Mg y vitami-
nas Ay E (Bosi et al., 2002; Papaioannou et al., 2002; Katsoulos
et al., 2005; Khachlouf et al., 2019). Incluso, Khachlouf et al.
(2019) reportaron un incremento en las concentraciones de
Ca sanguineo en las vacas suplementadas con 200 g/d de
CTL en su etapa pre-parto y lactancia; este resultado sugiere
que lainclusiéon de CTL en la dieta de las vacas podria reducir
la incidencia de hipocalcemia post-parto.

Conclusiones y perspectivas futuras

La continua preocupacién por el riesgo a la salud
humana y animal que representa el uso indiscriminado de
los APC, aunado al necesario traslado hacia un sistema de
produccién sustentable con menor impacto ambiental,
requiere la busqueda de ingredientes con valor nutricional
y/ o propiedades bioactivas que compitan con los promo-
tores de crecimiento tradicionales. Sin embargo, hoy en dia
existen muchas preguntas e incertidumbre sobre el uso de
estos ingredientes alternativos para implementarse rutina-
riamente en la produccién animal, principalmente debido al
desconocimiento sobre los beneficios que éstos compuestos
pueden tener tanto en el aspecto econémico, como produc-
tivo y ambiental. Por otro lado, el uso de productos de origen
natural tiene poca aceptacion por parte de los productores a
causa de que los efectos de algunos de estos compuestos son
moderados e incluso en algunos casos inconsistentes. Hasta
el momento, segun la informacion actual, el uso de CTL en la
dieta de rumiantes pudiera ser una estrategia prometedora
para la obtencion de mejores resultados en la produccion y
calidad de carne y leche proveniente de rumiantes.

Los resultados presentados en esta revision muestran
el potencial que tiene la CTL en la produccién animal, por lo
cual se requiere realizar mas investigaciones sobre el uso de
este aditivo, con la finalidad de establecer las condiciones de
dosificacién, composicion de la dieta y de la zeolita, asi como
el tamano de particula del mineral. Ademas, se requieren
nuevos estudios sobre los efectos en la calidad de la carne
de los rumiantes.
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ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis A.St. Hil) and jarilla
(Larrea divaricata Cav.) leaves are commonly used as tea infu-
sions in some Latin American countries. This study was con-
ducted to evaluate the antioxidant activity (FRAP, ABTS, and
DPPH) and the inhibitory potential of yerba mate and jarilla
extracts on the 3CL protease (Mpro) from coronavirus SARS-
COV-2 by a molecular docking approach. The main bioactive
compounds present in the plant extracts were identified by
HPLC-MS. According to the results, the extracts of yerba mate
and jarilla showed high antioxidant activity in DPPH (> 91 %),
ABTS (> 90 %), and FRAP (> 47 mg TE/g) assays. Additionally,
the phenolic compounds present in yerba mate, quercetin-
3-O-rutinoside (rutin) (-9.60 kcal/mol) and 3,4-dicaffeoylqui-
nic acid (- 8.20 kcal/mol) were more effective on Mpro than
the antiviral drugs remdesivir and ribavirin. The compounds
rutin and 3,4-dicaffeoylquinic acid have a high affinity and
interaction with one of the catalytic residues Cys145 of Mpro.
The glycosylation of phenolic compounds affects biological
activities: positively anti-COVID-19 and negatively antio-
xidant. The results suggest that extracts of yerba mate and
jarilla leaves could enhance the body’s antioxidant defenses
and can be used to improve health.
Keywords: COVID-19, phenolic compounds, Ilex
paraguariensis, antioxidant activity, molecular
docking.

RESUMEN

Las hojas de yerba mate (llex paraguariensis A.St. Hil)
y jarilla (Larrea divaricata Cav.) se usan cominmente como
infusién de té en algunos paises de América Latina. Este es-
tudio se realizé para evaluar la actividad antioxidante (FRAP,
ABTS y DPPH) y el potencial inhibitorio de los extractos de
yerba mate vy jarilla sobre la proteasa 3CL (Mpro) de corona-
virus SARS-COV-2 por enfoque de acoplamiento molecular.
Los principales compuestos bioactivos presentes en los
extractos de plantas fueron identificados por HPLC-MS. De
acuerdo con los resultados, los extractos polifendlicos de
yerba mate y jarilla presentaron alta actividad antioxidante
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en los ensayos DPPH (> 91 %), ABTS (> 90 %) y FRAP (> 47
mg TE/g). Ademas, los compuestos fendlicos presentes en la
yerba mate, quercetina-3-O-rutinésido (rutina) (-9,60 kcal/
mol) y acido 3,4-dicafeoilquinico (- 8,20 kcal/mol) han de-
mostrado ser mas efectivos (en Mpro) que los medicamentos
antivirales remdesivir y ribavirin. Los compuestos rutina y
acido 3,4-dicafeoilquinico tienen alta afinidad e interaccion
con uno de los residuos cataliticos Cys145 de Mpro. Estos
resultados sugieren que las hojas de yerba mate vy jarilla
podrian potenciar las defensas antioxidantes del organismo
y podrian beneficiar la salud.

Palabras clave: COVID-19, compuestos fendlicos, llex para-
guariensis, actividad antioxidante, acoplamiento molecular.

INTRODUCTION

Natural products, especially medicinal plants and their
phytochemicals, have been used for the treatment of various
diseases since long time ago. They could be efficacious
sources for prevention and treatment of diseases with new
approaches, since approximately 60 % of the new medicines
produced since 1981 come from plants (Newman and Cragg,
2020).

Medicinal plants have great potential in the preven-
tion and treatment of infectious diseases. Despite the lack of
strong evidence-based medicine, plants used in traditional
medicine in many countries may have to contribute to the
control of COVID-19 (Chen et al., 2020). Medicinal plants are
rich in bioactive compounds such as phenolic or polypheno-
lic compounds; these molecules are secondary metabolites
of plants that have biological properties such as antioxidant
(which helps to increase defenses) and antiviral activities
(Torres-Ledn et al., 2017b) 2,3,4,6-Penta-O-Galloyl-3-D-Glu-
cose (PGG. For example, bioactive compounds of traditional
Mongolian medicine showed high anti-COVID-19 potential
(Yu et al, 2020) ETCM database and document mining
methods were used to collect active compounds. Swiss Tar-
getPrediction and SuperPred server were used to find targets
of compounds with smiles number. Drugbank and Genecard
database were used to collect antiviral drug targets. Then
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the above targets were compared and analyzed to screen
out antiviral targets of Mongolia medicine. Metascape data-
base platform was used to enrich and analyze the GO (Gene
ontology. The antioxidant activity of phenolic compounds
depends on the number of hydroxyl and methoxy groups
present in the ring and its structural dispositions that gener-
ate stabilized free radicals (Olszowy, 2019).

Yerba mate (/lex paraguariensis A.St. Hil) is a plant typi-
cal of subtropical and native regions of South America, with
their leaves commonly used to produce tea infusions. Schi-
nella et al. (2000), have suggested that the ingestion of yerba
mate leaves is an effective and economic way to increase the
antioxidant defenses. Pharmacological properties attributed
to yerba mate have been related to its high content of po-
lyphenolic compounds (Colpo et al., 2016).

Jarilla (Larrea divaricata Cav.) is another medicinal
plant of interest in Latin America. This plant is commonly
known as creosote bush, and it is widely used in folk medi-
cine, mainly in Argentina and Mexico (Aglero etal., 2011).

These plants can be promising sources of phenolic
compounds. However, the evaluation of antiviral activity
against the COVID-19 protease (Mpro) has not been evalu-
ated. Mpro is essential for virus replication and is in the life
cycle of the coronavirus (Gimeno et al., 2020) the scientific
community has been under pressure to react and make prog-
ress in the development of an effective treatment against
the virus responsible for the disease. Here, we implement
an original virtual screening (VS. Kong et al. 2020a) recently
introduced a docking server for docking molecules against
potential targets Mpro of COVID-19. Molecular docking is
an in silico technique for predicting the binding ability and
binding mode of a protein and molecules (ligands) based
on the geometry. There are two parameters to evaluate a
better docking, a docking score and the type of interaction.
Computational analysis has a primary role in the early drug
discovery process (Kulkarni et al., 2020). Therefore, the aim of
this study was to evaluate the antioxidant activity in vitro and
anti-covid potential of the bioactive compounds of yerba
mate and jarilla on Mpro.

MATERIALS AND METHODS
Plant materials

Dried yerba mate (. paraguariensis A.St. Hil) with leaf
grinded and stems (1 kg package of Playadito con palo) was
obtained from Cooperativa Agricola de la Colonia Liebig
Ltda. (Colonia Liebig’s, Corrientes, Argentina). Dried jarilla (L.
divaricata Cav.) leaf grinded (0.5 kg package) was purchased
from Homeopathic Argentinian Pharmacy (60" avenue and
10* corner, La Plata, Buenos Aires, Argentina).
Polyphenolic extracts

Ultrasound-Assisted  Extraction (UAE) (Branson,
St. Louis , MO, USA) was performed according to Céarde-
nas-Hernandez et al. (2020). Briefly, a 1 g sample of the plant
was weighed and diluted in 20 mL of ethanol (90 %, v/v). The
extraction was performed for 20 min at 35 °C (frequency: 60
Hz and power: 42 KHz). Samples were transferred to conical
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tubes and taken to a centrifuge (SORVALL: Biofuge primo ™
R) at 3500 x g at 20 °C (10 min). Subsequently, filtration of
each sample was carried out (11 um through filter paper)
and the extracts were stored at -5 °C. The extraction yield was
calculated by weight difference. Briefly, an extract of 5 mL
was evaporated at room temperature (28 °C). The weight of
the residue was multiplied by 4 to normalize the real volume
of the experiment (20 mL).

Antioxidant activity

The antioxidant activity in the ethanol extracts was
determined by: DPPH. (Molyneux, 2004), ABTS-+ (Re et al.,
1999), and FRAP (Benzie and Strain, 1996). Each sample was
measured in triplicate. The results of DPPH. and ABTS-+ tests
were expressed as a percentage reduction. FRAP assay was
expressed as Trolox Equivalents (TE) with a calibration curve
of Trolox (0.1-1.0 mg/mL).

Analytical RP-HPLC-ESI-MS

A Varian High-Performance Liquid Chromatography
coupled to a mass spectrophotometer (Varian 500-MS IT
Mass Spectrometer, USA; PDA detector Varian Pro Star 330,
USA) was used to identify the main components in the ex-
tract according to Torres-Ledn et al. (2017). Samples (5 pL)
were injected into a Denali C18 column (150 mm X 2.1 mm,
3 um, Grace, USA). The thermostat temperature was main-
tained at 30 °C. The eluents were as follows: formic acid (0.2%,
v/v; A solvent) and acetonitrile (B solvent). The gradient was
characterized by using initial, 3 % B with retention time of
0 - 5min, 9 % B linear with retention time of 5 — 15min, 16 %
B linear with retention time of 15 = 45min, 50 % B linear.

Determination of physicochemical parameters of the
main protease (Mpro)

Main Protease (Mpro; 6WQF_A) was taken from the
NCBI database (https://www.ncbi.nm.nih.gov). Analysis of
the physical parameters of main protease (Mpro) is done by
studying the number of amino acids and their composition,
molecular weight, aliphatic index, theoretical pl, extinction
coefficient, instability index, and grand average of hydropho-
bicity using ExPASy (http://web.expasy.org/protparam).

Molecular docking

A docking Server was used to predict the binding be-
tween the phytochemicals of yerba mate and jarilla extracts
and the main COVID-19 protease (Mpro) (Torres-Leodn et al.,
2020) (https://ncov.schanglab.org.cn/index.php), which is
also named chymotrypsin-like protease (3CLpro) (Kong et
al., 2020b). The structures of bioactive compounds identified
by the HPLC-MS analysis (used as ligands) were downloaded
in SDF file format from: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.
The verified inhibitors were evaluated as positive controls
(Remdesivir and Ribavirin). The main aim of this molecular
interaction study was to identify the phytochemicals inter-
acting with the crystal structure of protease (Mpro) in silico.
All interaction visualization analysis studies were performed
with the PyMol molecular visualization tool.
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Statistical analysis

Results were expressed as mean values + SD. The
student’s t-test was run to determine significant differences
(p < 0.05). All statistical determinations were performed
using Statistica 7.0 software (StatSoft, Tulsa OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the extraction yield of yerba mate
and jarilla leaves. The extraction yields (Ultrasound-Assisted
Extraction, UAE) did not present a significant difference bet-
ween the plants studied (p > 0.05). The results obtained for
yerba mate are similar to a previous report (12 %) (Jacques et
al., 2007). These authors recommended UAE instead of ma-
ceration due to the considerable gain in time and enhanced
extraction efficiency. The jarilla extraction yield was higher
than that reported (2.9 %) by Aguirre-Joya et al. (2018).

Table 1. Extraction yields and antioxidant potential of llex paraguariensis
A.St. Hil and Larrea divaricata Cav extracts.

Tabla 1. Rendimientos de extraccién y potencial antioxidante de extractos
de llex paraguariensis A.St. Hil y Larrea divaricata Cav.

Analysis llex paraguariensis A.St. Hil Larreacdar :ancata
Extraction yield (%) 12.0+0.46 12.8+0.57
DPPH: (%) 91.5+£0.11 92.4 £ 0.56
ABTS* (%) 90.5+1.10 93.0 +£0.78*
FRAP (mg TE/qg) 47.6 +4.00 108.0 + 5.88*

Values are presented as means + SD (n = 3). *Significantly different by t-test
(p < 0.05).

Antioxidant activity

The results of the DPPH assay (Table 1) showed that
both extracts have a high antioxidant activity (> 90 %);
without presenting a significant difference between the
plants. These results were similar (92 %) to those reported
in Larrea genus (Aguirre-Joya et al., 2018) and higher than
those reported in yerba mate leaves from Brazil, Argentina,
and Uruguay (< 80 %) (Colpo et al., 2016). The results in the
ABTS++ assay also showed high antioxidant activity in both
samples (> 90 %). Extracts of jarilla (93 %) were significantly
higher than those of yerba mate (90.5 %). Finally, the FRAP
analysis showed that the extracts were able to reduce the
ferric ion to ferrous ion. The jarilla extract showed a high
antioxidant activity, significantly higher than yerba mate (p
> 0.05). This trend was similar in the ABTS.+ test; these assays
are associated with its ability to scavenge free radicals. The
results showed that yerba mate and jarilla leaves have high
antioxidant activity. This biological activity is attributed to the
presence of bioactive compounds such as polyphenols. The
antioxidant activity of phenolic compounds depends on the
number of hydroxyl and methoxy groups present in the ring
and their dispositions in its structure. Generally, glycosylation
of 3-hydroxyl groups reduces the antioxidant properties of
compounds. For this reason, yerba mate has less antioxidant
activity due to the presence of rutin (Olszowy, 2019). The

consumption of these plants can increase the antioxidant
defenses in people (Schinella et al., 2000).

Analytical RP-HPLC-ESI-MS

The identification of phenolic compounds of yerba
mate and jarilla extracts was performed by comparing the
retention time by HPLC analysis with MS. The molecular
weight was compared with the literature and the database
of the Food Research Department (DIA-UAdeC). In this study,
four phenolic compounds were separated and identified
in each extract (Table 2). In general, yerba mate extract
contained neochlorogenic acid, chlorogenic acid, rutin, and
3,4-dicaffeoylquinic acid. Chlorogenic acid is a compound
that derives from caffeic acid and is present in higher concen-
trations in yerba mate extract. Thus corroborating the results
presented in the literature (Agliero et al., 2011; Zapata et al.,
2019).

The HPLC-MS analysis showed that jarilla leaves
are a source of 3'-O-methyl-nordihydroguaiaretic acid, p-
hydroxybenzoyl glucoside, meso (rel7S,8S,7'R,8'R)-3,4,3,4"-
tetrahydroxy-7,7"-epoxylignan and nordihydroguaiaretic
acid. These lignans and others have been previously reported
in Larrea spp. extracts (Aguero et al., 2011; Vargas-Arispuro et
al., 2005)nordihydroguaiaretic acid (NDGA. Variations in the
phenolic profile may be due to factors such as the extraction
method or growing conditions of the plants.

Determination of physicochemical parameters of the
main protease (Mpro)

The main protease (Mpro) structure is composed of
the |, I, and lll domains (Kneller et al., 2020); residues 8 — 10,
102 — 184, and 201 - 303, respectively. The number of amino
acids is 306. In the present study, the theoretical isoelectric
point (pl) was 5.92 - 5.95. The molecular weight of the protein
is 33796.64 Da. The instability index is 27.65; a value < 40
indicates that the protein structure is stable. The average ex-
tinction coefficient is 33640. The aliphatic index is 82.12. The
GRAVY value was - 0.019, this value indicates that the protein
is hydrophilic and non-polar.

Molecular docking

The application of the COVID-19 docking server
elucidated the interactions between the lead-likeness com-
pounds and Mpro (Table 2).

All the identified compounds in the yerba mate and
jarilla leaves extracts showed an inhibitory potential against
Mpro. According to in silico results, all the compounds had
a higher affinity against COVID-19 protease (< - 7.20 kcal/
mol) than Ribavirin (- 6.40 kcal/mol). Additionally, the yerba
mate compounds, rutin (-9.60 kcal/mol), and 3,4-dicaffeo-
ylquinic acid (- 8.20 kcal/mol) had a high affinity that the
broad spectrum anti-viral drug Remdesivir (- 8.10 kcal/mol).
This molecule has anti-Covid19 activity (Singh et al., 2020)
and is currently used in COVID-19 management (Hung et al.,
2020). The docking energy is lower, and the binding is more
stable, which indicates that yerba mate molecules probably
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Table 2. Identification of the main llex paraguariensis A.St. Hil and Larrea divaricata Cav. compounds and their Mpro binding affinity.
Tabla 2. Identificacién de los principales compuestos de llex paraguariensis A.St. Hil y Larrea divaricata Cav. y su afinidad vinculante contra Mpro.

HPLC-MS Mpro Docking Score
Material TR (min) [M-H]- (m/z) Name Reference PubChem (kcal/mol)
Control - - Remdesivir - 121304016 -8.10
Control - - Ribavirin - 37542 -6.40
20.16 353 5-caffeoylquinicacid (neo- 7 o ot ar 2019) 241164669  -7.80
chlorogenic acid)
25.86 353.1 3-caffeoylquinicacid (chloro- .. v al, 2019) 1794427 -7.20
llex paraguariensis A.St. Hil genic acid)
34.88 609.1 Q“ercet”‘(ﬁ&;”t'”°s'de (Perestreloetal, 2012) 5280805  -9.60
37.18 515.1 3,4-dicaffeoylquinic acid (Zapata et al., 2019) 5281780 -8.20
47.91 315 Imethylnordihydroguatare- .\ iioq erat, 2011) 122821 -7.60
tic acid
51.45 299 p-Hydroxybenzoyl glucoside  (Perestrelo et al., 2012) - -
Larrea divaricata Cav. meso-(rel
52.59 329 75,8S,7'R,8'R)-3,4,3/4'-tetrahy- (Aglero etal., 2011) - -
droxy-7,7"-epoxylignan
54.91 301.1 Nordihydroguaiaretic acid (Aguero etal., 2011) 4534 -7.60

hinder the binding of substrate proteins more effectively.
Das et al. (2020)caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2, reported that rutin could bind
Mpro protein (PDB: 6Y84) with the highest affinity among 33
molecules screened (including natural products, antivirals,
antifungals, and antiprotozoal agents). Furthermore, the
docking energy of the rutin derivatives was determined for
isoquercetin (monoglycosylated) and quercetin (deglycos-
ylated), resulting in - 8.70 kcal/mol and - 7.80 kcal/mol, res-
pectively. The docking energy decreases when the flavonoid
loses glucose molecules.

Molecular docking predicted that polyphenols from
yerba mate and jarilla have inhibitory potential against
SARS-CoV-2 infection by interacting with the Mpro protein.
The binding between Mpro and Remdesivir, Ribavirin, the
bioactive compounds rutin and 3,4-dicaffeoylquinic acid
(which presented the highest docking score) as a potential
inhibitor of COVID-19 are shown in Figure 1. They have been
represented in distinct colors for better visualization. Figure
1 corroborates the high-affinity potential listed in Table 1.
There are two parameters to evaluate a better docking, a
docking score and the type of interaction. A better docking
score is one with more negative binding energy. The stability
between ligands and the receptor is attributed to dispersion
forces, hydrogen bonds, n-m interactions, and hydrophobic
interactions (Mpiana et al., 2020). Yu et al. (2020) ETCM da-
tabase and document mining methods were used to collect
active compounds. Swiss TargetPrediction and SuperPred
server were used to find targets of compounds with smiles
number. Drugbank and Genecard database were used to
collect antiviral drug targets. Then the above targets were
compared and analyzed to screen out antiviral targets of
Mongolia medicine. Metascape database platform was used
to enrich and analyze the GO (Gene ontology, demonstrated

Volumen XXV, Niumero 1
64

that molecules present in traditional Mongolian medicine,
such as chlorogenic acid, combine with SARS-CoV-2 protein
in the form of hydrogen bonds.

The results confirmed that rutin and 3,4-dicaffeoylqui-
nic acid interacted with His41 and Cys145, which are cata-
lytic residues of Mpro by hydrogen bonding. Both rutin
and 3,4-dicaffeoylquinic acid formed hydrogen bonds with
Cys145 amino acid residues of Mpro. The rutin derivatives
(quercetin and isoquercetin) form hydrogen bonds with the
His41 amino acid residues of Mpro. In addition to these two
key residues, several other Mpro active site amino acid res-
idues were involved in hydrogen bonding (Glu166, Thr190,
GIn189, Asn142, and Leu141) (Ghosh et al., 2020; Kneller et
al., 2020). The distance between the ligands (< 3 A) in relation
to His41 and Cys145 within Mpro (active site) presents higher
interaction. Given the affinity and interaction of the catalytic
amino acids, they could inhibit/decrease the catalytic activity
of the Mpro protease. These are important candidates for an
alternative treatment of SARS-Cov-2, applying them in infu-
sion or purified phenolic compounds. In silico experiments
predict promising results.

CONCLUSION

The extracts of yerba mate and jarilla leaves presented
a high antioxidant activity in vitro. The antioxidant activity
is due to the hydroxyl and methoxy groups that form the
structure of phenolic compounds and would be important
to inhibit cell damage caused by free radicals. According to
in silico results, the main compounds identified in these ex-
tracts showed an inhibitory potential against COVID 19 Mpro
protease. However, the compounds of yerba mate, rutin, and
3,4-dicaffeoylquinic acid showed a high affinity and inte-
raction with one of the catalytic residues (Cys145) and rutin
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RESUMEN

La creciente demanda de Stevia rebaudiana Bertoni
como edulcorante natural, exige la busqueda de sistemas
de produccién mas sostenibles. El fésforo es indispensable
en este cultivo, al estar involucrado en procesos de trans-
formacion de energia y biosintesis de fitoquimicos; su poca
disponibilidad afecta la produccién y retarda el crecimiento
de las plantas. La simbiosis con hongos micorricicos arbus-
culares (HMA) representa una via sostenible para aumentar
la produccién de los cultivos, gracias a una mejor absorcién
de nutrientes, particularmente fésforo. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de consorcios de HMA nativos,
provenientes de las localidades: Reserva Cuxtal (RC), Tizimin
(TZ) y Colonia Yucatan (CY) pertenecientes al estado de Yu-
catan, en interaccion con porcentajes de fésforo en base a su
requerimiento nutricional, sobre pardmetros de crecimiento
y fotosintesis en S. rebaudiana a nivel invernadero. Se utilizd
un diseilo completamente al azar con arreglo bifactorial 4 X
5. Los resultados indicaron que, a bajas concentraciones de
fésforo, hay mayor colonizacién micorricica. Los tratamientos
RC+25 % P y CY+25 % P aumentaron el crecimiento, mejo-
raron la arquitectura aérea de las plantas y la produccion de
biomasa, derivado de un mayor contenido de clorofila y me-
jor tasa fotosintética con respecto a plantas no inoculadas.
Palabras clave: hierba dulce; edulcorante natural; asocia-
cién; colonizacién; fosfato.

ABSTRACT

The growing demand for Stevia rebaudiana Bertoni as
a natural sweetener requires the search for more sustainable
production systems. Phosphorus is essential in this crop,
as it is involved in processes of energy transformation and
biosynthesis of phytochemicals; its low availability affects
production and retards plant growth. Symbiosis with arbus-
cular mycorrhizal fungi (AMF) represents a sustainable way
to increase crop production, thanks to a better absorption of
nutrients, particularly phosphorus. The objective of this stu-
dy was to evaluate the effect of native AMF consortia, from
the locations: Reserva Cuxtal (RC), Tizimin (TZ) and Colonia
Yucatan (CY) belonging to the state of Yucatan, with percen-
tages of phosphorus based on to its nutritional requirement,
on growth parameters and photosynthesis in S. rebaudiana
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at the greenhouse level. A completely randomized design
with a 4X5 bifactorial arrangement was used. The results
indicated that, at low concentrations of phosphorus, there is
greater mycorrhizal colonization. The RC+25 % P and CY+25
% P treatments increased growth, improved the aerial archi-
tecture of the plants and biomass production, derived from a
higher chlorophyll content and a better photosynthetic rate
compared to non-inoculated plants.

Keywords: sweet grass; natural sweetener; association; colo-
nization; phosphate.

INTRODUCCION

La creciente demanda por edulcorantes naturales sin
calorias situa la planta de S. rebaudiana como cultivo poten-
cial en el mercado alimentario y farmacéutico (Ahmad et al.,
2020). Las hojas de S. rebaudiana son una parte importante
en la planta, presentan una composicién unica de glucésidos
que son bioldgica y econdémicamente importantes, su poder
edulcorante es mayor a la sacarosa (Tavarini et al., 2015). El
rendimiento del cultivo depende en gran medida del creci-
miento de las plantas y su produccion de hojas (Mandal et
al., 2013; Ucar et al., 2018), que, a su vez depende de la efi-
ciencia en la absorcién de nutrientes con baja disponibilidad
y movilidad en el suelo (Vafadar et al., 2014). El fésforo es un
nutriente esencial en la nutricién de la planta (Abdel-Fattah
et al., 2014), interviene en procesos de transporte, almace-
namiento y transformacion de energia, en la fotosintesis,
respiracion, divisién y elongacion celular (Dissanayaka et al.,
2021). Ademas, estimula la formacion de 6rganos en las plan-
tas, el crecimiento radicular y la formacion de brotes. Sin em-
bargo, en la mayoria de los suelos agricolas, su disponibilidad
es limitada y la produccion de los cultivos se ve seriamente
restringida (Richardson, 2001).

En las plantas, existen dos formas de absorcion de
fésforo; una es por medio de los propios transportadores de
la planta y la otra ocurre a través de la simbiosis de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) (Sarmiento-Lépez et al.,
2020). La simbiosis entre HMA y las plantas es una asociacién
de tipo mutualista, ya que ambos simbiontes se benefician
(Waller et al., 2018). Los HMA obtienen fotosintatos de la
planta, a cambio, forman un sistema ramificado de hifas
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extraradicales capaces de explorar el suelo mas alla de la
zona de influencia de las raices, esta condicion en el suelo
favorece la traslocacion de agua y nutrientes para la planta
(particularmente de fésforo) y mejora la tasa fotosintética,
al regular la conductancia estomatica, lo que promueve la
produccion de los cultivos (Nouri et al., 2014; Adolfsson et al.,
2015; Tekaya et al., 2017; Kothe y Turnau, 2018). Los HMA re-
presentan una herramienta util en la agricultura moderna, ya
que puede reducir los insumos quimicos, asi como el impacto
en el medio ambiente (Giovannini et al., 2020). En los ultimos
anos, los HMA se han utilizado para promover el aumento de
la produccién en cultivos de importancia econémica (Qui-
Aones-Aguilar et al., 2014; Alvarado Carrillo et al., 2014; Diaz
Franco et al., 2015). También se han reportado aumentos en
la productividad de S. rebaudiana por efecto de la simbiosis
micorricica. Por ejemplo; Tedone et al. (2020) reportaron que
la inoculacion de HMA en S. rebaudiana influyé significativa-
mente en la produccién de biomasa seca aérea. Asimismo,
Aguirre-Medina et al. (2020) observaron un aumento en el
area foliar y en el nimero de hojas de S. rebaudiana a los 90
dias después de la inoculacién con Rhizophagus intraradices.
Los beneficios sinérgicos de la inoculacion de HMA en S.
rebaudiana también han mejorado significativamente el
crecimiento de brotes y longitud de raiz (Vafadar et al., 2014).
Por su parte, Sarmiento-Lépez et al. (2020) observaron un
aumento en el peso fresco de hojas y raices en plantas de
S. rebaudiana inoculadas con R. irregularis y fertilizadas con
200 uM de fésforo. Adicionalmente, Mandal et al. (2013) des-
criben que la mejora en los aumentos en la producciéon de
los cultivos, involucra mecanismos tanto nutricionales como
no nutricionales, estos resultados sugieren la importancia
del papel del fésforo en la simbiosis de HMA y S. rebaudiana,
ya que el fésforo puede inhibir la colonizaciéon micorricica
(Tavarini et al., 2018). En este contexto, se desconoce el nivel
de fosforo optimo que permita el desarrollo de la simbiosis
de los HMA nativos de suelos de Yucatan con S. rebaudiana.
Por otro lado, la mayoria de las especies de HMA utilizados
en los sistemas agricolas corresponden a cepas no nativas, la
mayoria de los productos comerciales se centran en una sola
especie, lo que limita su efectividad por el hecho de competir
con la microbiota local (Kouadio et al., 2017; Giovannini et al.,
2020). Se sabe que, la eficiencia de los HMA en las plantas,
depende de la riqueza y composicién de las especies inocu-
ladas, sin embargo, diferentes cepas de HMA, incluso nativas,
pueden tener un efecto diferencial en distintas especies de
plantas (Trejo et al., 2011; Vosatka et al., 2012). Por lo tanto,
el uso de consorcios nativos de HMA ha demostrado una
mayor eficiencia en términos de aumentar el crecimiento
y la productividad de las plantas hospederas (Douds et al.,
2012; Eun-Hwa et al.,, 2013; Reyes-Ramirez et al., 2014). Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
de consorcios nativos de HMA en interaccion con niveles de
fésforo en la promocidon del crecimiento y tasa fotosintética
de S. rebaudiana en condiciones de invernadero.

(
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MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

La investigacion se realizé dentro de una estructura
protegida en el area de investigacion del Instituto Tecno-
l6gico de Conkal, Yucatan, ubicado en Av. Tecnolégico s/n
Conkal, Yucatén, al noreste de Mérida a 21°04'N y 89° 31’0,
a una altitud de 8 m, el clima predominante es Awo (x) (i) g
(Méardero etal., 2012).

Consorcios de HMA

Se evaluaron tres consorcios nativos de HMA, que
fueron nombrados seguin su lugar de origen, los cuales
provenian de localidades diferentes del estado de Yucatan,
en suelos donde predominan comunidades vegetales
de selva baja caducifolia tropical y suelo de tipo Leptosol
(Duran Garcia y Garcia Contreras, 2010). Los consorcios se
determinaron como: 1) Reserva Cuxtal (RC); (integrado por
Glomus ambisporum G.S.Sm. y N.C. Schenck, G. pustulatum
Koske, Friese,C. Walker y Dalp, Claroideoglomus claroideum
C.Walkery A. Schussler, Funneliformis geosporum 'y Ambispora
gerdemannii C. Walker) identificado a nivel morfolégico por
Herrera-Parra et al. (2021); 2) Tizimin (TZ) (sin identificar) y 3)
Colonia Yucatan (CY) (sin identificar). Ademads, se incluyé un
tratamiento testigo sin inocular.

Propagacion y extraccion de HMA

Los consorcios de HMA se propagaron por la técnica
de cultivo trampa (Sieverding, 1990), se utilizaron macetas
de 10 kg de capacidad con suelo tamizado y mezclado con
arena estéril (1:1 v/v) donde se sembraron semillas de sorgo
cv. Criollo (Sorghum bicolor L.) y maiz (Zea mays L.) como
macetas de propagacion (Herrera-Parra et al., 2021). El cultivo
trampa se monitored y mantuvo en un vivero a una tempe-
ratura de 22 -38 °Cy h: 42 % en las instalaciones del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP)-C.E. Mococha. Después de 55 dias, las plantas tram-
pa se retiraron de la maceta de propagacién y se removié el
sustrato con las raices colonizadas, posteriormente, se sem-
braron nuevas semillas y reinicié el ciclo. Se realizaron riegos
a capacidad de campo, después de 80 d se suspendié el riego
con el fin de estimular la esporulacion de los HMA. Después
de 112 d se tomd una muestra de 100 g de cada maceta de
propagacion y se extrajeron los HMA siguiendo el método
de tamizado y decantacion en humedo por centrifugacion
(Gerdemann y Nicolson,1963). El suelo se homogenizd en
agua y se agitd, la solucién se filtré a través de una serie de
tamices con apertura de mallas de 600, 425,90y 25 pm, y de
las fracciones retenidas se extrajeron las esporas de los HMA
mediante filtracion a vacio.

Obtencion del inéculo

Para la obtencién del indculo, se desinfectaron las
esporas adicionando Tween 20 a 0.05 %, se centrifugaron a
500 rpm por 1 minuto, después se eliminé el sobrenadante
y se adicion6 Cloramina T al 2 %, se centrifugé a 500 rpm
durante 15 min, estos dos procedimientos se repitieron en



Cauich-Cauich et al: Evaluacion de consorcios micorricicos arbusculares nativos / XXV (1): 67-80 (2023)

dos ocasiones, finalmente, se retird el sobrenadante (Bécard
y Piché, 1992). Cada consorcio contenia 110 esporas mL" con
un promedio de cuatro morfoespecies presentes. Los indcu-
los se mantuvieron a 4 °C hasta su aplicacion.

Material vegetal

Se utilizaron plantas de Stevia rebaudiana Bertoni va-
riedad Morita Il, propagadas por esqueje, a partir de plantas
cultivadas con seis meses de edad. El material vegetal fue
proporcionado por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), C.E. Mococha.

Establecimiento del experimento

El trasplante se realizé el 9 de marzo de 2021, cuando
las plantulas alcanzaron una altura de 15 cm en promedio. Se
utilizaron bolsas de vivero con capacidad de 7 L. Las bolsas
se distribuyeron dentro de un invernadero a una distancia
de 0.30 y 1.0 m entre plantas e hileras, respectivamente. Se
aplicé riego por goteo con el 80 % de la evapotranspiracion
de referencia, calculado en mm dia”, para ello se utilizaron
los registros diarios de la evaporacién de un tanque evapori-
metro tipo A, instalado dentro del area experimental (Cauich-
Cauich et al., 2018). Las temperaturas promedio registradas,
en la temporada de crecimiento fueron de 38.8 °C como
maxima y 22.5 °C como minima, mientras que la humedad
relativa oscilé entre 26 - 91 %.

Propiedades fisicoquimicas del sustrato

El andlisis fisicoquimico del sustrato (Tabla 1), se
realizd en el laboratorio de analisis de suelos, plantas y agua
(LASPA) de la Universidad Auténoma de Yucatan. La muestra
correspondidé a 1 kg del sustrato compuesto de una mezcla de
suelo y bagazo viejo de henequén (2:1 v/v). Se realizaron los
siguientes métodos: Textura (Hidrémetro de Bouyucos), pH
(Potenciometro), Conductividad Eléctrica (Conductémetro),
Nitrogeno total (Micro-Kjeldahl), Fosforo disponible (Olsen;
extraccion con bicarbonato de sodio), Potasio intercam-
biable (Extraido con acetato de amonio, por el método de
cobaltonitrito), Materia organica (Walkley-Black). El sustrato
se esterilizo por flujo de vapor a 126 °C durante 7 h utilizando
una caldera generadora de vapor (Sioux corporation, Beres-
ford, USA).

Manejo del cultivo

Se realizaron dos podas de formacién al cultivo, la pri-
mera se realizé a los 10 dias después del trasplante (ddt) con
la finalidad de eliminar la dominancia apical e inducir brotes
y la segunda se realizd a los 20 ddt para eliminar la floracién

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del sustrato utilizado en el experimento.

del cultivo, la cual no es recomendable por que disminuye el
tamano de la hoja. La cosecha de hojas se llevé a cabo a los
120 ddt al final de la evaluacion (Cauich-Cauich et al., 2018).
A partir de 30 ddt se suministro fertilizacion nitrogenada y
potdsica via Drench (con 4.09 g N como nitrato de amonio
y 4.50 g K como nitrato de potasio por planta respectiva-
mente), se realizaron aplicaciones foliares a punto de rocio
de productos organicos: Fungicida BioEquus; 3 mL L e in-
secticida Neem Higuer; 5 mL L para el control preventivo de
plagas y enfermedades.

Disefo experimental

El experimento se establecié bajo un disefio comple-
tamente al azar con arreglo bifactorial (4X3) para evaluar el
efecto de la interaccién entre consorcios nativos de HMA y
niveles de fosforo. El factor A correspondié a; consorcios
nativos de HMA (RC, TZ, CY mas un testigo sin inocular (T))
y como factor B; cinco niveles de fésforo (0, 25, 50, 75y 100
%) suministrado al inicio de la prueba como; 0, 79, 158, 237
y 316 mg de P,0, kg suelo respectivamente, en funcién de
su exigencia nutricional (19 kg ha™ ciclo) (Ramirez-Jaramillo
y Lozano-contreras, 2017). Los consorcios de HMA se apli-
caron directamente en la zona radicular con 110 esporas
al momento del trasplante. La interaccion de los factores
totalizd 20 tratamientos, con 4 repeticiones y 80 unidades
experimentales.

Determinacion de la colonizacion micorricica

A los 120 ddt se estimé el porcentaje de colonizacién
por HMA, las raices se lavaron con agua de la llave, se trans-
portaron al laboratorio y se tifileron con azul de tripano 0.05
%, siguiendo la técnica de Phillips y Hayman (1970). Con las
raices tefiidas se realizaron preparaciones permanentes para
observar las estructuras de HMA que indicaban colonizacion
(micelio, esporas, vesiculas, arbusculos y enrollamientos). La
colonizacién micorricica total se calculé segun el método de
interseccion de lineas (Giovannetti y Mosse, 1980). Para cada
tratamiento, se evaluaron 100 segmentos de raices de cinco
plantas.

Parametros del crecimiento vegetativo

Al final del experimento (120 ddt) se evaluo6 el creci-
miento de la planta mediante las variables; altura final de
la planta (cm), medida con un flexémetro desde la base del
tallo hasta el ultimo apice foliar, diametro del tallo (mm), me-
dido con un vernier digital colocado a 3 cm de la superficie
del suelo, nimero de ramas (n planta™), longitud de la raiz
(cm) con un flexdmetro, volumen de raiz (cm?3) con base en el

Table 1. Physico-chemical characteristics of the substrate used in the experiment.

Arena Limo Arcilla Clase textural xa;:'c: H C.E. (o[ Tohtlal P Disponible K intercambiable
%) (%) (%) 3% A PR (dsm" (meq/100g) %) (mg kg) (meq/100g)
57.32 14 2868  Franco arcillo-arenoso 9.58 6.3 0.007 121.23 0.83 74335 0.19

C.E: Conductividad eléctrica, CIC: Capacidad de intercambio catiénico, N: Nitrégeno, P: Fésforo, K: Potasio
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principio de Arquimedes, usando una balanza de precisiéony
un vaso de precipitados con agua, al sumergir las raices en el
agua, sin tocar las paredes del vaso, se registra un aumento
de peso en el sistema (medido en g) que equivale al volumen
de la raiz en cm?, y area foliar (cm?), con un integrador elec-
tronico de area modelo LICOR LI300 (LI-COR, Inc. Lincoln, NE).
Adicionalmente se calcul6 el indice morfoldgico; relacion
raiz a brote (materia seca de raiz / materia seca aérea (tallos
y hojas) como indicador de la calidad de la planta (Arizaleta
y Pire, 2008).

Se determind la produccion y distribucion de biomasa
seca (g planta”), para ello se separaron los érganos de la
planta (raiz, tallo y hojas), los cuales se depositaron en bolsas
de papel y se secaron en una estufa de aire forzado a 70 °C
por 72 h hasta peso constante, posteriormente se pesaron en
una balanza analitica.

Determinacion de parametros fisiologicos

El valor relativo de clorofila como indice SPAD, se
midié con un medidor de clorofila portatil SPAD-502 plus
Minolta segun la metodologia de Markwell et al. (1995).
El intercambio de gases; tasa de asimilacion neta de CO,
(fotosintesis), conductancia estomatica, transpiracién vy
uso eficiente del agua a escala foliar, se midieron con un
analizador de gases en infrarrojo (LICOR LI-6400, Nebraska,
Estados Unidos). Las mediciones de clorofila e intercambio
de gases, se realizaron a los 120 ddt en cuatro hojas jévenes
totalmente expandidas ubicadas en el estrato alto de tres
plantas por tratamiento, entre las 12:00 y 13:00 horas cuando
ocurria la mayor densidad de flujo de fotones (1000 umol m
s (Garruna-Hernandez et al., 2014).

100

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de las variables, se realizaron
andlisis de varianza y para el caso de los datos relacionados
con la colonizacién de los HMA (porcentaje de colonizacion
total) que no cumplieron con los supuestos de distribucién
normal, fueron transformados para homogenizar varianzas
mediante la funcién de arco seno; y = arcsin (sqrt (coloni-
zacion)). Se aplic6 como comparador de medias el método
de Tukey (P < 0.05) mediante el paquete estadistico InfoStat
versién 2014 (Universidad Nacional de Cérdova, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION
Colonizacion micorricica total en S. rebaudiana

Los consorcios nativos de HMA utilizados en el estu-
dio, colonizaron las raices de S. rebaudiana a los 120 ddt. La
fertilizacion con fosforo afectd significativamente (P < 0.05)
la colonizacién de los consorcios micorricicos RC, TZ y CY. El
porcentaje de colonizacidn total mostré un comportamiento
inversamente proporcional a la concentracion de fésforo, es
decir, mientras mayor fue la concentracién de fosforo aplica-
do, menor fue el porcentaje de colonizacidn. La interaccion
entre RC+0 y RC+79 mg de P,0, kg suelo, fue superior en el
porcentaje de colonizacion total observada de los consorcios
de HMA en S. rebaudiana (80.6 y 74.6% respectivamente),
sin embargo, RC+79 mg de P.0, kg™ suelo no se diferencié
estadisticamente (P < 0.05) de TZ y CY con la misma concen-
tracion de fésforo (62.2 y 58.8 % respectivamente) (Figura 1).
Por el contrario, el porcentaje de colonizacién total disminu-
y6 en los consorcios CY, RC'y TZ cuando se fertiliz6 con 316
mg de P,0, kg™ suelo, registrando 30.4, 26.4 y 23.8 % respec-
tivamente, sin embargo, esta disminuciéon no obstaculizé el

Colonizacion (%)

RCTZCY TRCTZCY TRCTZCY TRCTZCY T/ RCTZCY T

0 25

50 75 100

Tratamiento

Figura 1. Porcentaje de la colonizacién micorricica total en raices de S. rebaudiana con consorcios nativos de HMA
y niveles de fosforo a los 120 ddt. nd: no detectado. Las letras distintas indican diferencias significativas (P < 0.05,

prueba de Tukey), n = 5.

Figure 1. Percentage of total mycorrhizal colonization in roots of S. rebaudiana with native AMF consortia and
phosphorus levels at 120 dat. nd: not detected. Distinct letters indicate significant differences (P < 0.05, Tukey Test),

n=>5.
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efecto que los HMA pudieron tener sobre otras variables. Por
otro lado, no se detecté colonizacién en plantas testigo. Se
observaron hifas extra e intraradicales, vesiculas y esporas
y arbusculos bajo microscopio compuesto a 10, 40 y 100 X
en muestras representativas de cada consorcio con 79 mg
de P,0, kg suelo (Figura 2). Al respecto, la disponibilidad
del fésforo puede influir en la simbiosis HMA-planta y, en
consecuencia, en la biomasa de la raiz (Balzergue et al., 2013).
Smithetal. (2011) obtuvieron resultados similares, al observar
una reduccion significativa en el porcentaje de colonizacion,
asociada con aumentos en las dosis de fésforo en el suelo.
También son congruentes con los resultados de Mandal et
al. (2013), quienes obtuvieron 87 % de colonizacién total en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con Rhizophagus fasci-
culatus, y una reduccién al 74 % cuando se aplicé 50 mg de
P.0, kg™ suelo. Por su parte, Tavarini et al. (2018) confirmaron
que S. rebaudiana es susceptible a la colonizaciéon por HMA
observando un porcentaje de colonizacion del 87.6 %; sin
embargo, adicionando 50 mg de P,0, kg™ suelo, obtuvieron
75.8 % de raices colonizadas. Al respecto, se ha reportado
que, la presencia de estrigolactonas (hormonas vegetales
involucradas en la etapa presimbidtica) se correlaciona
negativamente con la concentracion de fésforo. Es decir, au-
mentan en condiciones deficientes de fosforo, favoreciendo
la colonizacién micorricica (Lépez-Raez et al., 2011; Lopez-

Figura 2. Raices de S. rebaudiana colonizadas con consorcios nativos de
HMA. A) raices colonizadas con B) raices colonizadas con TZ, y C) raices co-
lonizadas con CY, hifas extraradicales (a) (10X), vesiculas e hifas intraradica-
les (b) (40X), arbusculo (c) (100X), con 25 % de fertilizacién con fésforo.
Figure 2. S. rebaudiana roots colonized with native AMF consortia. A) roots
colonized with RC, B) roots colonized with TZ, and C) roots colonized with
CY, extraradical hyphae (a) (10X), vesicles and intraradical hyphae (b) (40X),
arbuscule (c) (100X), with 25 % phosphorus fertilization.

Raez y Pozo, 2013). En contexto con los hallazgos previos, los
consorcios nativos de HMA evaluados en este estudio (RC, TZ
y CY), mostraron potencial para colonizar de 65 a 74.8 % las
raices de S. rebaudiana actuando en sinergia con 79 mg de
P.,0.kg™ suelo.

Efecto en el crecimiento vegetativo de S. rebaudiana

La respuesta de las plantas de S. rebaudiana en el
crecimiento vegetativo, se determiné a los 120 ddt. El efecto
principal de los consorcios de HMA, presenté diferencias sig-
nificativas (P < 0.05) en las variables: nUmero de ramas, area
foliar, volumen de raiz y en la relacién raiz/brote. El efecto
de los niveles de fésforo presentd significancia (P < 0.05)
en las variables: area foliar y volumen de raiz, mientras que,
la interaccién entre los consorcios de HMA y los niveles de
fésforo tuvo efectos significativos (P < 0.05) en la altura final,
diametro del tallo y longitud de raiz.

Las plantas mas altas se registraron en los tratamien-
tos CY, TZy RC en interaccién con 158 mg de P.0, kg™ suelo,
alcanzando una altura final de 31.6, 31.5 y 31.2 cm respec-
tivamente, teniendo un efecto estadisticamente igual (P <
0.05) entre si, junto con RCy TZ con 79 mg de P,0, kg™ suelo
(29.8 y 30.3 respectivamente), pero diferente con el trata-
miento T+316 mg de P,0, kg™ suelo (26.8 cm) que representa
la fertilizacién convencional (Tabla 2). Las plantas inoculadas
con consorcios nativos de HMA mejoraron la altura incluso
sin fertilizacion con fésforo en comparacion con plantas tes-
tigo, probablemente a que tuvieron un mayor porcentaje de
colonizacién. Este resultado pone en evidencia la diferencia
significativa (P < 0.05) del uso de HMA junto a niveles de fés-
foro menores a la fertilizacién convencional, sobre la mejora
en altura de las plantas en S. rebaudiana.

Diversos estudios destacan la capacidad de los con-
sorcios de HMA para promover el crecimiento de hortalizas
de importancia econémica como chile serrano y jalapefo
(Leos-Escobedo et al., 2022). Por otro lado, Quifiones-Aguilar
et al. (2014) reportaron un efecto similar en la dinamica de
crecimiento de Carica papaya L., observando mayor altura
con niveles bajos de fosforo junto a la inoculacion de Glomus
spp. Resultados semejantes que involucran fertilizacion
con fosforo fueron los de Alarcén y Ferrera-Cerrato (2003)
quienes registraron la mayor altura en plantas de Citrus volka-
meriana Tan & Pasq., cuando se inocularon con un consorcio
micorricico integrado por tres especies del género Glomus 'y
fertilizadas con 20 mg de P_0, kg™ suelo. Los HMA son utiles
para promover el crecimiento de las plantas sin la necesidad
de utilizar altas dosis de fertilizantes (Vafadar et al., 2014).

El didmetro de la base del tallo en las plantas de S.
rebaudiana fue mayor en los tratamientos CY y RC junto a 79
mg de P,0, kg™ suelo, manteniendo un espesor de 3.8 y 3.7
mm respectivamente, estos valores fueron significativamen-
te diferentes (P < 0.05) a los obtenidos con T+316 mg de P.0,
kg suelo (manejo convencional) en un 32 %. En este sentido,
el didmetro del tallo, representa un parametro indispensable
en el crecimiento y rendimiento de las plantas, a mayor gro-
sor del tallo, mayor es el drea del parénquima vascular, lo que

)
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Tabla 2. Efecto de la inoculaciéon de consorcios nativos de HMA y la aplicacion de fésforo sobre altura final de la planta, didmetro del
tallo, nimero de ramificaciones y area foliar de S. rebaudiana a los 120 ddt.

Table 2. Effect of the inoculation of native AMF consortia and the application of phosphorus, on the final height of the plant, stem
diameter, number of branches and leaf area of S. rebaudiana at 120 dat.

. P(mgdeP_0 Consorcio de HMA
Variable B 29 " A
kg suelo) RC TZ cy Testigo Media
0 273+2.1ab 253+1.0b 284 +1.0ab 19.9+04cd 252 B
59 298+ 19a 303+13a 27.5+2.0ab 208+ 08¢ 27.1 AB
Altura (cm) 158 304+1.7a 280+ 1.6ab 28.5+0.8ab 17.7+£05e 26.1B
237 31.3+0.7a 315€1.7a 316+09a 224+1.1c¢ 29.2A
316 298+ 14a 282+ 1.3 ab 28.0+ 1.3 ab 269+09b 282A
Media 29.7 A 28.7 A 28.8A 21.6B
Significancia: HMAxP= *; HMA= *¥; p=*
0 29+0.2 bc 32+02b 3.0+ 0.1 bc 23+0.1c¢ 2.8B
» 59 37+02a 32+0.1b 38+0.1a 22+0.1e 32A
:"3:;“” deltallo 158 33+01b 2.7 0.2 bed 32+0.1b 20+0.1e 288
237 3.1+0.1bc 33+0.2ab 3.1+0.1b 25+0.7¢ 3.0A
316 34+0.1ab 34+£0.1b 31+02b 26+0.2c 31A
Media 33A 3.1A 3.2A 23B
Significancia: HMAxP= *; HMA= **; P=*
0 126+£23 17.0+£3.7 11.1+£13 8.1+£0.7 12.2B
Niéimero de 59 21.9+£1.9 20.8+0.8 233+33 10.0+0.5 19.0A
ramificaciones 158 16.8+ 1.6 139+1.9 179+1.4 6.8+1.1 13.9B
(N° planta™) 237 159+1.4 14.8+0.8 183+£0.9 6.7+£1.0 139B
316 13.8+3.7 140+3.9 13.5+34 8.6+22 125B
Media 16.2A 16.1 A 16.8 A 8.0B
Significancia: HMAxP= ns; HMA= **; p=*
0 608.9 + 127.9 579.9 + 168.8 625.0 +£67.5 401.9+424 55398
59 850.4+42.6 561.3+97.6 7459 +£31.1 281235 609.7 B
Area foliar (cm?) 158 839.2+105.3 778.8 £ 96.4 891.5 +120.6 193.2 +30.0 675.7 B
237 1125.4 £ 104.9 1045.7 £ 152.5 12455+ 101.8 393.9+94.1 9526 A
316 1071.6 £ 80.4 1003.4+113.6 1117.6 £ 289.5 7388+ 1254 9829 A
Media 899.1 A 793.8A 9.25.1A 401.8B

Significancia: HMAxP= ns; HMA= **; P=*

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interacciéon (HMA*P). Letras mayusculas en la fila
indican el efecto de consorcios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fésforo (P). La significancia se
indica como: ns: no significativo, *: significativo a P < 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indi-
cate the consortium effect (HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated
as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **: significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.

implica mayor reserva de asimilados, asi como, mayor area
de xilema que posibilita un mayor transporte de agua y nu-
trientes (Holbrook y Zwieniecki, 2011). Los tratamientos RC y
TZ+316 mg de P,0, kg™ suelo, junto con TZ+237 mg de P_0,
kg’ suelo, superaron en efecto al resto de los tratamientos,
incluso con niveles mas bajos de fésforo (Tabla 2). Asimismo,
de manera similar a la variable altura, se observé un aumento
significativo en el grosor del tallo de las plantas inoculadas
sin fertilizacién con fosforo, comparadas con plantas testigo
con las mismas condiciones. Tanto en la altura final como en
el didametro del tallo, la inoculacidon de los consorcios nativos
RC y TZ con fésforo, generéd mejores resultados frente al
efecto de la sola inoculacién y la sola fertilizacion con fosforo,
es decir, la sinergia de los factores fue indispensable para
promover mayor altura y didmetro en S. rebaudiana.

En el nimero de ramificaciones por planta, no se
encontré diferencias significativas (P < 0.05) por efecto de
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la interacciéon de los factores (HMA*P), pero si por efecto
individual tanto de los de los consorcios HMA como de los
niveles de fésforo. El efecto de RC, TZ, CY estimulo la forma-
cién de 16.9, 16.2 y 16.1 ramificaciones por planta respecti-
vamente, no existiendo diferencias estadisticas entre ellos,
pero contrastando su efecto frente a plantas no inoculadas,
las cuales registraron en promedio 8.1 ramificaciones por
planta, detectando un aumento aproximado del 50 % en
plantas inoculadas: Por parte del efecto del factor fésforo, la
fertilizacion con 79 mg de P,0, kg™ suelo, promovi6 el mayor
numero de ramificaciones por planta en promedio (19 n
planta’) en comparacion al resto de los niveles evaluados
(Tabla 2). Los efectos beneficiosos de la simbiosis de HMA
sobre el aumento de ramas y adecuada formacion de la parte
aérea de la planta (hojas y tallos) han sido bien reportados
en la familia Asteracea de donde pertenece S. rebaudiana
(Rapparini et al., 2008; Aroca et al., 2013). Segun Mandal et
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al. (2015), en S. rebaudiana, la simbiosis de HMA induce un
cambio en el flujo de metabolitos hacia la biosintesis de
glucésidos de esteviol, en este sentido, la biosintesis de glu-
cosidos de esteviol y giberelinas (hormonas de crecimiento
vegetal) comparten una misma ruta de sintesis (Brandle y
Telmer, 2007; Ceunen y Geuns, 2013; Guleria y Yadav, 2013),
en relaciéon con eso, las giberelinas estan involucradas en la
modulacién de la ramificacion de brotes y el control de la
arquitectura aérea de la planta (hojas y tallos) (Rameau et al.,
2015) (Ni et al., 2015), lo que podria explicar el aumento del
numero de ramificaciones observado en las plantas micorri-
zadas. Por otro lado, aun cuando no se observaron efectos
significativos (P < 0.05) de la interacciéon HMA*P, aplicar 25 %
de P de lafertilizacién convencional para la region fue idéneo
para mejorar el numero de ramificaciones en S. rebaudiana.
Es bien sabido que la fertilizacion quimica podria mejorar el
crecimiento de las plantas (altura de las plantas, asi como el
numero de ramas) debido al papel del P como componente
esencial de los compuestos de fosfoproteinas y energia
(Mostafa, 2019). Sin embargo, lograr esa mejora con dosis
menores a las recomendadas, reduce el impacto econdmico
y ambiental de los fertilizantes quimicos.

El area foliar a los 120 ddt presenté diferencias signifi-
cativas (P < 0.05) solo cuando los factores en estudio (HMA 'y
fésforo) se analizaron por separado. A pesar de no encontrar-
se un efecto significativo de la interaccion HMA*P, el andlisis
de varianza mostré evidencia del efecto individual de cada
factor. Asimismo, los consorcios HMA tuvieron diferencias
significativas en comparacion con plantas testigo, siendo CY
y RC los consorcios que marcaron un incremento de 57 y 44
% el area foliar respectivamente. Por su parte, el consorcio
TZ tuvo un efecto estadisticamente igual a los anteriores. Sin
embargo, los tres consorcios superaron a plantas testigo sin

inocular, que generd en promedio 401.8 cm? (Tabla 2). Estos
resultados son similares a los reportados por Aguirre-Medina
etal.(2020) alos 90 ddt en plantas de S. rebaudianainoculadas
con la especie R. intraradices y afiadidura de estiércol bovino
como biofertilizante. En el caso de los niveles del factor fésfo-
ro, se observé una tendencia directamente proporcional a la
concentracion de fésforo suministrado, mientras mayor fue
el nivel de fosforo aplicado, el area foliar aumenté (Figura 3).
Por lo tanto, este parametro de crecimiento esta directamen-
te relacionado con la capacidad de la planta en la absorcion
de fésforo (Maniruzzaman et al., 2017). Estos resultados de-
muestran la influencia de la simbiosis de HMA para expandir
la [dmina foliar, como se reporté por Sarmiento-Lépez et al.
(2021), lo que incrementa el area de captaciéon de luz para la
fotosintesis (Tavarini et al., 2015).

El factor de interaccion entre consorcios de HMA y
niveles de fosforo mostré diferencias significativas (P < 0.05)
sobre lalongitud de raiz. Los tratamientos CY+158 mg de PO,
kg suelo y TZ+237 mg de P,0, kg™ suelo, promocionaron la
mayor longitud de raiz a los 120 ddt, alcanzando promedios
de 12.11 y 11.67 cm respectivamente (Tabla 3). Estos resul-
tados son similares a los reportados por Cauich-Cauich et al.
(2018) quienes inocularon una sola especie (R. intraradices)
en plantas de S. rebaudiana, por tanto, la inculaciéon de un
consorcio micorricico no causé mayor efecto en la promocién
del alargamiento radicular. En cambio, la interaccién HMA*P
no fue significativa (P < 0.05) sobre el volumen de raiz, sin
embargo, los consorcios de HMA y niveles de fosforo por se-
parado, mostraron diferencias estadisticas (P < 0.05). El volu-
men radicular de las plantas no inoculadas fue en promedio
0.56 cm?, mientras que en las plantas inoculadas con RC, TZ y
CY, el volumen de raiz aumenté mas del 50 %. Una adecuada
arquitectura del sistema radicular en las plantas inoculadas
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Figura 3. indice relativo del contenido de clorofila en plantas de S. rebaudiana inoculadas con consorcios de HMA (RC, TZ, CY
yT)y fertilizadas con niveles de fésforo (0, 79, 158,237 y 316 mg de P,0, kg™ suelo) a los 120 ddt. Las letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05, prueba de Tukey), n = 4.

Figure 3. Relative index of chlorophyll content in S. rebaudiana plants inoculated with AMF consortia (RC, TZ, CY and T) and
fertilized with phosphorus levels (0, 79, 158, 237 and 316 mg of P,0, kg™ soil) at 120 dat. Different letters indicate significant

differences (P < 0.05, Tukey's test), n = 4.
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Tabla 3. Efecto de la inoculacién de consorcios nativos de HMA y la aplicacion de fésforo, sobre el crecimiento radicular de S. rebaudiana a los 120 ddt.
Table 3. Effect of the inoculation of native AMF consortia and the application of phosphorus, on the root growth of S. rebaudiana at 120 dat.

A P (mg de P,0 kg Consorcio de HMA : :
suelo) RC TZ cy Testigo Media
0 9.78+0.97 b 9.48 +0.70 bc 9.13+0.11 bc 7.29+0.77 d 8.92 BC
79 9.90+£0.63 b 10.53 +0.84 ab 10.63+£0.26 b 6.91+0.62 d 9.49 B
Longitud de raiz (cm) 158 10.97 £0.35 ab 10.21+£0.82 b 12.11+£0.32 a 6.87+1.02d 10.04 B
237 10.87 +0.52 ab 11.67 043 a 9.27 £0.57 bc 6.91+0.88 d 9.68 B
316 11.26+0.19 ab 10.46+0.20 b 10.79 +£0.56 ab 10.97 £ 0.42 ab 10.87 A
Media 10.56 A 1047 A 1039 A 7.79 B
Significancia: HMAxP= *; HMA= ***; p=*
0 0.73+£0.28 0.94 £0.23 0.84 £ 0.05 0.23 £0.02 0.69 C
79 1.87£0.14 1.76 £0.13 1.39 £ 0.41 0.92+0.14 148 A
Volumen de raiz (cm?) 158 1.33+0.12 1.02+0.10 1.24+0.07 0.65 = 0.08 1.06 B
237 1.31+£0.13 1.10£0.12 1.09£0.12 0.47 £0.10 1.01 B
316 1.20+0.11 1.31+£0.22 1.13£0.15 0.56 +0.14 1.05 B
Media 1.29 A 123 A 1.14 A 0.56 B
Significancia: HMAxP= ns; HMA= ***; p= **
0 0.10 +£0.03 0.14+0.03 0.08 = 0.01 0.06 = 0.03
» . 79 0.12 £0.01 0.12 £0.01 0.10 £ 0.01 0.21 £0.05
?gezca':g _rf)"Z/ brote 158 0.14+0.01 0.12£0.01 0.10+0.01 0.20+0.07
237 0.11+0.02 0.07 £ 0.01 0.10 £ 0.02 0.07 £ 0.01
316 0.12+£0.03 0.11 £0.03 0.07 £ 0.00 0.19 £ 0.01
Media 0.12 B 012 B 0.09C 0.15 A

Significancia: HMAxP= ns; HMA= *; P=ns

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interaccién (HMA*P). Letras mayusculas en la fila indican el efecto de consor-
cios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fésforo (P). La significancia se indica como: ns: no significativo, *: significativo a P

< 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indicate the consortium effect
(HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **:

significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.

con HMA estd relacionada por un estado nutricional favoreci-
do por la simbiosis micorricica y el estimulo de fitohormonas
(Oliveira et al., 2016) aunque, también involucra mecanismos
no nutricionales como la capacidad de asimilacion de CO,
en la fotosintesis (Pan et al., 2020). En cuanto a los niveles de
fosforo, la aplicacion de 59 mg de P,0_kg™" suelo, generd el
mayor volumen de raiz con 1.48 cm? (Tabla 3). Por tanto, la
inoculacién de consorcios de HMA permite usar dosis de fos-
foro menores a la convencional y obtener los mismos resul-
tados. Segun Smith et al. (2011), la produccion de biomasa,
también depende de la capacidad de la planta para generar
volumen radicular y tener una adecuada absorcién de agua
y nutrientes. Sin embargo, la simbiosis de HMA no siempre
favorece el crecimiento radicular en las plantas, depende
de las especies utilizadas y la planta hospedera. Al respecto,
Yao et al. (2009) observaron que las especies de HMA Glomus
mosseae y G. caledonium redujeron significativamente el
crecimiento radicular en plantas de Poncirus trifoliata L. pero,
Gigaspora margaritay G. versiforme influyeron positivamente.
Este estudio sugiere que tal comportamiento, se atribuye a
los mecanismos que las plantas pueden tener sobre la regu-
lacién de fitohormonas (Jiang, 2007), sin embargo, también
estd involucrada la capacidad y eficiencia de la colonizacion
entre los simbiontes (Giovannini et al., 2020).
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Para evaluar la proporcién de biomasa por encima
y por debajo del suelo en las plantas de S. rebaudiana, se
evalué la relacién raiz/brote, la cual mostré que las plantas
inoculadas con consorcios de HMA se diferenciaron (P < 0.05)
de las plantas testigo por tener valores bajos en este indice
(Tabla 3), lo cual indica, que la simbiosis propicié una pro-
porcién significativamente mayor de brotes en la parte aérea
(hojas y tallo) que de raices. Al respecto, Smith et al. (2011)
observaron que las plantas colonizadas por HMA poseen una
relacién raiz/brote mas baja. Por el contrario, el aumento de
la relacion raiz/brote en las plantas no inoculadas, sugiere el
rechazo de la hipétesis de que las plantas con una mayor pro-
porcién de raiz tienen mas posibilidad de obtener el mayor
beneficio de crecimiento (Maherali, 2014). Es decir, ain con
una menor relacién raiz/brote, con la ayuda de los HMA, las
plantas podrian absorber los nutrientes del suelo de manera
mas eficiente, ahorrar energia y carbono para aumentar al
mismo tiempo el crecimiento de los brotes (Zhu et al., 2017).

Produccion de biomasa

La respuesta de las plantas de S. rebaudiana en la pro-
duccién de biomasa seca, se determind alos 120 ddt. El efecto
individual de los consorcios nativos de HMA y los niveles de
fésforo presentaron diferencias estadisticas (P < 0.05) en la
biomasa seca de hojas y de raiz, mientras que, la interaccion
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entre los dos factores (HMA*P) produjo diferencias (P < 0.05)
en la biomasa seca del tallo y total. El consorcio RC incre-
mentoé la biomasa seca de hoja en un 60 % en comparacién
a plantas testigo, registrando en promedio 21.62 contra 8.60
g planta'respectivamente. En cuanto a los niveles de fosforo,
la fertilizacion con 79 mg de P.0, kg' suelo causé valores
ligeramente altos, sin embargo, estadisticamente el efecto
fue igual que con 237 y 316 mg de P,0, kg suelo (Tabla 4).
La biomasa seca del tallo fue mayor en los tratamientos TZ y
CY con 79 mg de P,0, kg suelo que produjeron 9.81y 9.46
g planta’ respectivamente, aunque, estadisticamente, no
fueron diferentes con RC 'y TZ+237 mg de P,0, kg" suelo y
con CY+316 mg de P,0, kg™ suelo, pero si marcaron diferen-
cia frente al Testigo+0 y Testigo+79 mg de P.0, kg" suelo,
que solo generaron 1.50 y 1.89 g planta™ respectivamente
(Tabla 4). Independientemente del nivel de fésforo aplicado,

la simbiosis de los HMA impulsé la respuesta en esta variable.
En S. rebaudiana, la biomasa de la parte aérea (hojas y tallo)
es la parte mas importante en el cultivo, ya que es donde se
concentra la mayor cantidad de estevidsido y rebaudiosido-
A, que le dan la propiedad dulce a la planta (Wolwer-Rieck,
2012). En ese contexto, el uso de HMA se ha relacionado con
el aumento de biomasa, y se atribuye a una mejor respuesta
al transporte de nutrientes y agua desde lugares donde la
raiz no puede explorar (Tarraf et al., 2015). Ademas, Tavarini
etal. (2018) subrayan que, en S. rebaudiana, los HMA y niveles
bajos de fésforo crean un ambiente idoneo que beneficia la
produccion de biomasa, por lo que, los resultados de este es-
tudio pueden ser considerados en estrategias de produccion
de S. rebaudiana.

La biomasa seca de raiz fue modulada en gran me-
dida por los consorcios RC, TZ y CY, que mostraron efectos

Tabla 4. Efecto de consorcios nativos de HMA y fertilizacién con fosforo sobre la produccién y distribucion de biomasa seca de S. rebaudiana a los 120 ddt.
Table 4. Effect of native AMF consortia and phosphorus fertilization, on the production and distribution of dry biomass of S. rebaudiana at 120 dat.

Biomasa seca P (mgdeP,0, kg Consorcios de HMA
(g planta™) suelo) RC TZ cY Testigo Media
0 11.60 + 3.97 12.96 +3.98 15.63 £ 1.82 455 +1.05 1119 C
79 2768 +£2.15 25.85+2.46 2713 +£3.77 5.05 £0.85 2143 A
Hoja 158 19.65 + 2.54 14.44 +2.25 21.08 £1.58 1098 + 3.14 16.54 AB
237 23.59+4.04 2422 +3.19 18.34 +2.55 1048 +1.74 19.16 A
316 25.57 £2.37 16.84 + 1.36 20.21+2.40 11.94 +3.03 18.64 A
Media 21.62 A 18.86 A 2048 A 8.60 B
Significancia: HMAXP = ns; HMA = **¥; p = **
0 4.62 +1.36 abc 458 +1.14 abc 5.41 +0.65 abc 1.50+0.28 e
79 722+0.77 a 9.81+1.13 a 9.46+2.11 a 1.89+0.20 e
Tallo 158 8.17+1.00 a 4.42 +0.85 abc 8.10+0.49 a 3.58 + 0.88 abcd
237 834+1.59 a 9.01+1.83 a 7.10£0.99 a 4.47 +1.33 abc
316 7.28+£0.51 ab 5.41+1.06 abc 7.13+£098 a 3.98 £ 1.09 abc
Media 713 A 6.64 A 7.44 A 3.08 B
Significancia: HMAXP = **; HMA = ***; P = ns
0 1.26 £0.29 2.10+0.49 1.62+0.10 0.58 + 0.09 1.39 C
79 4,04 +0.26 411049 3.92 +0.86 1.38+0.25 336 A
Raiz 158 3.79£0.26 2.43 £0.55 2.90 £ 0.06 0.97£0.13 2.52 AB
237 3.14+0.23 2.63+0.14 2.27 +0.38 1.07 £0.26 2.28 AB
316 4,01 +1.27 298 +0.61 1.84+0.24 2.95+0.75 295 A
Media 325 A 285 A 251 A 139 B
Significancia: HMAXP = ns; HMA = **¥; p = **
0 17.47 +558 b 19.63+5.58 b 22.66+239 b 701 +137d 16.69 C
79 3839+2091 a 42,16 £3.97 a 41.05+6.62 a 832 + 1.04d 3248 A
Total 158 31.61+3.80 ab 21.29+353 b 32.08 +2.03 ab 15.13 + 2.83 bc 25.03 AB
237 35.07£5.63 a 38.97 £4.60 a 27.71 £3.56 ab 16.02 + 4.44 bc 2944 A
316 36.86+3.29 a 2523+2.18 b 29.18 £ 3.59 ab 18.87 + 486 b 27.54 A
Media 31.88 A 29.46 A 30.54 A 13.07 B

Significancia: HMAXP = *; HMA = **¥; P = *

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interaccion (HMA*P). Letras mayusculas en la fila indican el efecto de consor-
cios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fosforo (P). La significancia se indica como: ns: no significativo, *: significativo a P

< 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indicate the consortium effect
(HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **:

significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.
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similares sobre la variable, pero aumentaron el peso seco de
raiz 58 % con respecto a plantas sin HMA (Tabla 4). Por otro
lado, el efecto individual del factor fésforo mostré el mayor
peso seco de raiz con 316 mg de P,0_kg™ suelo, no obstante,
este resultado no fue significativamente diferente al reducir
el nivel de fésforo a 79 mg de P,0, kg™ suelo.

Elincremento de la biomasa seca de hoja influye sobre
el peso de la biomasa seca total. El tratamiento TZ+79 mg de
P.,0. kg™ suelo, promovi6 el mayor aumento de biomasa seca
total en un 3 % en comparacién a CY y 9 % en comparacién
a RC con el mismo nivel de fésforo, que fueron el segundo y
tercer mejor tratamiento en esta variable, respectivamente.
En conjunto, estos resultados demostraron que la simbiosis
de los consorcios nativos de HMA condujo a una produccion
mejorada de biomasa seca aérea en S. rebaudiana a los 120
ddt, por lo que, la fertilizacion convencional (316 mg de
P.,0. kg™ suelo) resulta en un alto costo de produccion y uso
desmedido de fertilizantes quimicos. En ese marco, estudios
han reportado que las aplicaciones de HMA como bioesti-
mulante, presenta incrementos de biomasa seca en cultivos
como Cucumis sativus (Reyes-Pérez et al., 2021), sin embargo,
Aguirre-Medina et al. (2020) encontraron que en S. rebaudia-
na, la inoculacion de R. intraradices aumentd la biomasa seca
total y el rendimiento de hoja seca. Por otra parte, Vafadar et
al. (2014) subrayaron la efectividad de la inoculacién de HMA
para aumentar el peso seco en S. rebaudiana. No obstante,
Mandal et al. (2013) observaron que el aumento de la bio-
masa seca en plantas inoculadas con HMA es mayor que en
plantas no inoculadas cuando se fertiliza con 50 mg de P.0,
kg' suelo, por lo que, el aumento observado se atribuye a
la capacidad de traslocacion tanto de fésforo, como de otros
nutrientes a la planta por parte de los HMA.

Parametros fisiologicosb

El contenido de clorofila (unidades SPAD) en las hojas
de S. rebaudiana, se vio influenciado principalmente por
efecto de los consorcios de HMA. La inoculacion de RC, TZ
y CY permitié el aumento de la concentracion de clorofila
en un 30% con respecto a plantas no colonizadas (Figura 3).
Estos resultados son superiores a los reportados por Mostafa
(2019) quien observé un aumento del 18 % en el contenido
de clorofila (SPAD) en plantas de S. rebaudiana, con fertili-
zacion completa de NPK. El contenido relativo de clorofila
es un indicador importante en la produccién de biomasa y
fitoquimicos en la planta, absorbe energia solar y la convierte
en energia quimica a través de la fotosintesis (Pal et al., 2015),
lo que explica la relaciéon con el aumento de biomasa en las
plantas colonizadas por HMA en este estudio. En contraste,
la baja concentracion de clorofila reduce la actividad fotosin-
tética y la produccion de biomasa de las plantas (Richardson
etal., 2002).

En el intercambio de gases, la interaccién entre con-
sorcios de HMA y niveles de fésforo, tuvo efecto significativo
(P < 0.05) sobre la tasa de asimilacion de CO, (fotosintesis).
Las plantas tratadas con RC+79 mg de P,0, kg™ suelo, regis-
traron la tasa fotosintética mas alta con 6.97 umol CO, m?s",

que estuvo por encima del tratamiento convencional (T+316
mg de P,0, kg suelo) con 0.18 pmol CO, m? s (Figura 4A).
En este contexto, el tratamiento RC+79 mg de P.0, kg suelo,
también produjo mayor biomasa seca total que T+316 mg
de P,0, kg' suelo, esto podria explicar parcialmente por
qué RC+25 % P registro una tasa fotosintética mas alta que
T+100 % P. Por otra parte, se observé una disminuciéon de la
actividad fotosintética en los tratamientos con mas del 50
% de fosforo aplicado. Es decir, los altos niveles de fosforo
limitaron la tasa de asimilacion de CO, auin con lainoculacion
deRC, TZo CY.

Estos resultados fueron superiores a los observados
por Cauich-Cauich et al. (2018) quienes reportaron 5.41 umol
CO, m? s como la tasa de asimilacion de CO, mas alta en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con Rhizophagus intrara-
dices. En este sentido, es probable que el in6culo compuesto
de consorcios nativos de HMA, propicie beneficios multiples
en la fisiologia de las plantas. En este estudio, la optimizacion
de la fotosintesis podria estar relacionada con el area foliar
producida, que mejora la intercepcién y la utilidad de la luz
y beneficia la asimilacion fotosintética (Téth et al., 2002). La
conductancia estomética mostré una tendencia similar a la
fotosintesis, es decir, fue menor en los tratamientos con 237y
316 mg de P,0, kg™ suelo respectivamente (Figura 4B).

Los tratamientos RC+158, RC+79 y CY+79 mg de P.0,
kg' suelo con 0.14, 0.13 y 0.11 mmol H,O m? s respecti-
vamente, fueron los que reflejaron los valores mas altos de
conductancia estomatica, e incluso de traspiracién con 3.33,
3.15 y 2.92 mmol H,0 m? s respectivamente (Figura 4C).
De acuerdo con Garruna-Hernandez et al. (2014), la conduc-
tancia estomatica tiene un comportamiento directamente
proporcional a la transpiracion, por lo tanto, esto explica el
paralelismo observado entre estas dos variables fisioldgicas.
Ademds, se ha reportado que una transpiracién mas alta en
las plantas colonizadas por HMA, es consistente con las tasas
de conductancia estomatica (Abdel-Fattah et al., 2014). Por
otro lado, las plantas testigo no tuvieron relevancia en la
actividad de intercambio de gases. Por lo tanto, es evidente
que el efecto de RC+79 mg de P,0, kg™ suelo, regul¢ la aper-
tura estomdtica y la transpiracién, mejorando la utilizacién
de agua por parte de las plantas, mientras ésta, asimilaba
la mayor cantidad de CO,. Al respecto, se ha observado un
aumento significativo en el trasporte de fosforo por las hifas
hacia la planta, cuando la simbiosis de HMA altera positiva-
mente el comportamiento estomatico (Shu et al., 2014).

El uso eficiente del agua instantaneo a escala foliar
(UEA), se calculé mediante la relacion umol CO, (tasa de foto-
sintesis) / mmol H,O (tasa de transpiracion). Los tratamientos
RC+0y RC+79 mg de P,0, kg suelo, mostraron el mejor UEA
con 245y 2.25 umol CO, mmol™ H,O respectivamente (Fi-
gura 4D). Por lo tanto, resultaron con la capacidad de limitar
la pérdida de agua, mientras se mantenia la absorcion neta
de carbono en las hojas de S. rebaudiana al momento de la
medicion.

El efecto de la simbiosis sobre el UEA depende en gran
medida de la especie de HMA involucrada, sin correlacionar
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Figura 4. A) Fotosintesis, B) conductancia estomatica, C) Transpiracién y D) uso eficiente del agua (UEA), en plantas de S. rebaudiana, inoculadas con
consorcios de HMA (RC, TZ, CY y T) y fertilizadas con niveles de fosforo (0, 79, 158, 237 y 316 mg de P,0_ kg™ suelo) a los 120 ddt. Las letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05, prueba de Tukey), n = 4.

Figure 4. A) Photosynthesis, B) stomatal conductance, C) Transpiration and D) efficient use of water (UEA), in S. rebaudiana plants, inoculated with AMF
consortia (RC, TZ, CY and T) and fertilized with phosphorus levels (0, 79, 158, 237 and 316 mg of P_0, kg™ soil) at 120 dat. Different letters indicate significant

differences (P < 0.05, Tukey's test), n = 4.

su porcentaje de colonizacién (Ruiz-Lozano et al., 2010); sin
embargo, hay varios pardmetros fisiolégicos y bioquimicos
modulados por los HMA que estan involucrados en la regu-
lacion del UEA ademas de la conductancia estomatica (Ruiz-
Lozano et al., 2010; Augé et al., 2008).

CONCLUSIONES

La fertilizacion con 79 mg de P,0, kg suelo (25 % P
de la fertilizacion convencional) en sinergia con la inocula-
cién del consorcio nativo RC, resulté suficiente para mejorar
la arquitectura aérea de las plantas en términos de altura y
didametro del tallo, sin embargo, los tres consorcios (RC, TZ y
CY) promovieron mayor niumero de ramificaciones en com-
paracién con plantas no inoculadas, lo que sugiere mejores
resultados en el crecimiento vegetativo de S. rebaudiana. El
efecto de la combinacién de RC, TZ y CY con 25 % de fosforo
sobre la produccién de biomasa seca total, fue igual que con
100 %, por lo tanto, la inoculacién de consorcios de HMA
permite reducir los niveles de fertilizacién con fésforo en S.
rebaudiana. Ademas, 79 mg de P,0_kg™" suelo, mejoré la colo-

nizacion micorricica. Asi mismo, RC+79 mg de P.0, kg™ suelo
mejoro la tasa de fotosintesis y el uso eficiente del agua. En
conjunto, nuestros resultados demuestran el potencial de
los consorcios nativos HMA evaluados. Por lo tanto, pueden
considerarse un biofertilizante valido para el cultivo de S.
rebaudiana, ya que permite aplicar menor cantidad de ferti-
lizante, lo que conduce a sistemas agricolas mas sostenibles.
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RESUMEN

La producciéon intensiva de vegetales ha provocado
dependencia excesiva de la fertilizacion quimica, lo cual ha
generado problemas ambientales y de inocuidad de los ali-
mentos. Una opcién para reducir la cantidad de fertilizantes
sintéticos es el manejo de nutrientes mediante inoculaciones
microbianas. El objetivo fue evaluar el efecto de dos bioesti-
mulantes a base de Trichoderma spp. y uno de Bacillus spp.
en el didmetro, longitud y peso de frutos de chile morrén
y jitomate en condiciones de macrotunel. Los tratamientos
fueron: Genifix’, T22°, Mix" y testigo. Se utilizd un disefo
experimental en bloques al azar con cuatro repeticiones. Se
utilizaron tres cortes de frutos por cultivo. Las variables de
respuesta fueron: peso, didmetro y longitud de fruto, ademas
del peso de 20 frutos elegidos al azar. Los frutos obtenidos
con el tratamiento Genifix fueron de mayor tamano y peso,
con diferencias significativas al resto de los tratamientos. El
T22 y Mix mostraron un efecto significativo con frutos mas
grandes y pesados en comparacion a frutos testigo en la ma-
yoria de los cortes. Los bioestimulantes evaluados mejoraron
el tamano y peso de frutos de chile morrén vy jitomate en
plantas con un manejo minimo tradicional de fertilizacién en
condiciones de macrotunel.
Palabras clave: Genifix, Bacillus, Trichoderma, hortalizas,
agricultura protegida.

ABSTRACT

The intensive production of vegetables has caused
excessive dependence on chemical fertilization, which has
generated environmental and food safety problems. An
option to reduce the amount of synthetic fertilizers is the ma-
nagement of nutrients through microbial inoculations. The
objective of this study was to evaluate the effect of two bios-
timulants based on Trichoderma spp. and one from Bacillus
spp., on the diameter, length and weight of bell pepper and
tomato fruits under macrotunnel conditions. The treatments
were: Genifix®, T22°, Mix® and control (blank). A completely
randomized block design with four repetitions was used.
Three harvests were made per crop. The response variables
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were: weight, diameter and fruit length, in addition to the
weight of 20 fruits chosen at random. The fruits obtained
with the Genifix treatment were larger and heavier, with sig-
nificant differences from the rest of the treatments. The T22
and Mix also showed a significant effect on the development
of larger and heavier fruits in relation to the control in most
harvests. The evaluated biostimulants improved the size and
weight of bell pepper and tomato fruits in plants with mini-
mal traditional fertilization management under macrotunnel
conditions.

Keywords: Genifix, Bacillus, Trichoderma, vegetables, protec-
ted agriculture.

INTRODUCCION

Los vegetales son buenos proveedores de vitaminas,
minerales, antioxidantes (polifenoles y carotenoides) y fibra
dietética, lo cual mejora la calidad nutricional en la dieta de
las personas que los consumen (Hervert-Hernandez et al.,
2011). Ademas, son fuente de fitonutrientes y fitonutracéuti-
cos, que son sustancias que tienen propiedades protectoras o
preventivas de enfermedades, y se asocian con la prevencion
de ciertos padecimientos crénicos, incluidas las enfermeda-
des cardiovasculares, el cancer, la diabetes y la osteoporosis
(Chen etal., 2007; Ramya y Patel, 2019).

La producciéon intensiva de los productos vegetales
ha provocado una dependencia excesiva de la fertilizacién
quimica, ya que es una forma rapida de proporcionar a las
plantas los macro y micronutrientes necesarios; sin embargo,
en su mayoria es ineficiente, ya que gran parte del fertilizante
aplicado se escapa al medio ambiente, se lava del suelo por
la escorrentia y muchas veces pueden dejar de estar dispo-
nibles para las plantas (Sanchez et al., 2001; Daverede et al.,
2004; Benbi et al., 2013). Ademas, la aplicacién excesiva de
fertilizantes quimicos genera problemas de inocuidad y de-
terioro de la calidad de los alimentos, como la acumulacién
de nitratos en los productos vegetales que puede provocar
metahemoglobinemia en menores (Ye et al., 2020).

Debido a estos problemas se han sugerido y probado
métodos alternativos de fertilizacién orgdnica, tales como
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los abonos orgénicos (Murillo et al., 2016; Reyes-Pérez et al.,
2018; Mendivil-Lugo et al., 2020), bioestimulantes (Torres et
al., 2016; Murillo et al., 2021) y microorganismos (Espinosa-
Palomeque et al., 2019; Adame-Garcia et al., 2021). Sin em-
bargo, el uso de la fertilizacion organica siempre se asocia
con menor rendimiento de los cultivos y, por lo tanto, mayor
costo (Ye et al.,, 2020). De tal forma que, la fertilizacion qui-
mica no se puede excluir por completo si se pretende una
produccion considerable de alimentos. Por tal motivo, una
alternativa que se puede utilizar es el manejo integrado de
nutrientes, que no pretende eliminar por completo la ferti-
lizacién quimica de manera inmediata, sino que sugiere el
uso de inoculantes microbianos para reducir la cantidad de
fertilizantes aplicados (Ye et al., 2020).

Los bioestimulantes microbianos son productos a
base de hongos micorrizicos y no micorrizicos, bacterias
endosimbidticas y rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Calvo et al., 2014), que se utilizan para mejorar la
eficiencia nutricional en las plantas y la calidad del cultivo
(du-Jardin, 2015). Estos reducen las enfermedades causadas
por fitopatdgenos, disminuyendo las fuentes de alimento
por competencia de espacio y/o nutrientes, producen com-
puestos antimicrobianos y estimulan los mecanismos de
defensa de las plantas. También, promueven el crecimiento
de las plantas, mejoran la calidad de los frutos y aumentan
el rendimiento en los cultivos a través de la produccion de
fitohormonas y disponibilidad de fosfatos y otros minerales
necesarios para el metabolismo de las plantas (Rojas-Solis et
al., 2013; Ruiz-Cisneros et al., 2019).

El uso de bioestimulantes microbianos en la horticul-
tura ha aumentado el interés por estudiarlos, evaluarlos y
conocer sus efectos. En el cultivo de chile, cepas de bacterias
Bacillus y de hongos Trichoderma han sido eficientes para
estimular el desarrollo de la raiz, plantula y planta, asi como
para mejorar la calidad de la fruta (Candelero et al., 2015;
Gamboa-Angulo et al, 2020; Adame-Garcia et al., 2021).
Ademads, productos comerciales a base de estos microorga-
nismos también han tenido efectos positivos en la calidad de
frutos en condiciones de macrotunel (Murillo et al., 2021).

En el cultivo de jitomate, cepas de bacterias Entero-
bacter y Bacillus incrementan de manera significativa la bio-
masa, el desarrollo de la planta y el rendimiento del cultivo en
condiciones de invernadero (Sanchez et al., 2012), asi mismo,
aislados de rizobacterias incrementan la biomasa de la parte
aérea de las plantulas (Noh et al., 2014). Igualmente, cepas de
B. amyloliquefaciens incrementan significativamente la altura
de la planta, longitud de raiz y el rendimiento del cultivo,
ademas, cepas B. subtilis han mostrado efectos positivos en
el didametro y firmeza de los frutos (Ruiz-Cisneros et al., 2019).

El macrotinel es un sistema de produccién que prote-
ge a los cultivos de los efectos que imponen los fendomenos
climaticos, ademds permite el desarrollo de los cultivos en
menor tiempo y mejora el rendimiento en menos espacio
(Moreno et al., 2011). Sin embargo, es poca la informacion
que se tiene de la produccién de hortalizas en este sistema
(Velasquez et al., 2014). De tal forma que se considera que
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bioestimulantes a base de microorganismos ejercerdn un
efecto significativo en el tamafo y peso de fruto en los cul-
tivos de chile morrén y jitomate en condiciones protegidas
de macrotunel. Por lo que el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de dos bioestimulantes comerciales a base
de Trichoderma spp. y uno nuevo a base de Bacillus spp. en el
didmetro, longitud y peso de frutos de chile morrén y jitoma-
te en condiciones protegidas de macrotunel.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en el ciclo productivo 2021-2022
en el Tecnolégico Nacional de México, Campus Ursulo Galvan
en las coordenadas 19° 24'43.12" latitud norte y 96°21'32.12"
longitud oeste, ubicado en el municipio de Ursulo Galvan, en
la regién centro costera de Veracruz. El clima de esta region
se clasifica como Aw (tropical himedo-seco) por el sistema
Koppen-Geiger, definido como célido subhumedo con llu-
vias en verano, con un rango de temperatura que oscila entre
24y 26 °C, y un rango de precipitacién entre 1100y 1300 mm
(INAP, 2013).

Caracteristicas del macrottnel

Para el desarrollo del experimento se utilizaron dos
macrotuneles, uno para cada cultivo, con dimensiones de
3 m de ancho por 30 m de largo (90 m?), forrado con malla
antiafidos. Dentro de los macrotuneles se construyeron dos
camas con composta de cachaza mezclada con suelo (1:10)
y acolchado blanco-negro, las camas fueron de 90 cm de an-
cho y 30 cm de altura, separadas una de otra por un callejon
de no menos de 40 cm de ancho, el marco de plantacion fue
de una planta cada 25 cm a tresbolillo, lo cual dio un total
de 120 plantas por cama y 240 por macrotunel. Se utilizdé un
sistema de riego de cuatro salidas de agua y 30 m de cintilla
calibre 6000 para cada cama, conectadas a la linea principal
con cuatro valvulas de paso para controlar el riego de cada
cultivo.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile morrén variedad Rhino
de Lark Seed International® y semillas de jitomate variedad
Atrevido F1 de Harris Moran’. Todas las semillas fueron ger-
minadas en charolas e inoculadas directamente con micorri-
zas (Rhizophagus intraradices) de INIFAP antes de ponerlas a
germinar en sustrato a base de musgo (Sphagnum sp.), para
permitir la asociacion simbiotica entre el hongo y las raices lo
que ayudard a la planta a captar mayor cantidad de nutrien-
tes y agua.

Manejo del cultivo

El trasplante del cultivo de chile morrén se realizé el
30 de septiembre 2021 y los cortes de frutos fueron a los
75,90 y 118 dias después del trasplante (DDT). En jitomate
el trasplante se llevd a cabo el 05 de noviembre 2021 y los
cortes de frutos a los 85, 95 y 106 DDT. En todos los trata-
mientos por igual se realizé una fertilizacién de los cultivos
minima tradicional la cual se muestra en la Tabla 1, se aplicé
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Tabla 1. Fertilizacion quimica aplicada al suelo dirigida al cuello de la plan-
ta en cada uno de los tratamientos por cultivos.

Table 1. Chemical fertilization applied to the soil directed to the neck of the
plant in each of the crop treatments.

Ingrediente Nombre comercial Dosis
Fosforo/Nitrato DAP + Urea 1g DAP + 1g Urea en 20 mL
Micronutrientes Bayfolan’ Foliar 2L ha' en 200L de agua
Boro/Calcio CaBo Zinc’ Foliar 2L ha™ en 200L de agua

en drench (20 mL por planta) a los 20, 50, 90 y 120 DDT. Se
realizé la aplicacion de acidos humicos (Hortihumus®, 10%) a
los 15 DDT y posteriormente cada 30 dias. Ademas de aplica-
ciones foliares de micronutrientes cada 15 dias y al inicio de
la floracién se les aplicod boro/calcio y después cada 20 dias
hasta concluir el ciclo productivo (Tabla 1).

Bioestimulantes

Los bioestimulantes que se utilizaron fueron produc-
tos a base de Trichoderma spp. y Bacillus spp., los cuales son
hongos y bacterias respectivamente. En la Tabla 2 se mues-
tran los tratamientos evaluados: 1) Genifix’, 2) 722", 3) Mix"y
4) testigo, su composicion y dosis de aplicacion.
Tabla 2. Tratamientos evaluados para determinar el efecto de los bio-
estimulantes en el diametro, longitud y peso de fruto de chile morrény
jitomate en condiciones protegidas de macrotunel.
Table 2. Treatments evaluated to determine the effect of biostimulants

on the diameter, length and weight of bell pepper and tomato fruit under
protected macrotunnel conditions.

Tratamientos Ingrediente activo Compaiia Dosis
Genifi® Bacillus sp. JVN5, B. mega-
terium strain VVM1, Bacillus  TecNM, Cam-
sp. FDMC4, B. subtilis strain pus Ursulo 20 % (v/v)
JAGS3, B. megaterium strain Galvan
EAV2
T22° Trichoderma harzianum o
R PHC 0.5 % (p/v)
MIX® T. harzianum, T. viride, T. Organismos o
asperellum, T. koningli benéficos e o)
Testigo Agua

Disefio experimental

Para cada cultivo se empled un disefio experimental
en bloques completos al azar con cuatro repeticiones dis-
tribuidos en dos camas, cada una con cuatro bloques que
correspondieron a cada tratamiento y cuatro repeticiones
por bloque. En cada bloque experimental los bioestimulan-
tes se aplicaron mensualmente al suelo, dirigidos al cuello
de la planta (drench). Todos los tratamientos tuvieron las
mismas condiciones de germinaciéon y manejo del cultivo.
Las variables de respuesta peso, diametro (ecuatorial) y
longitud (didmetro polar) de fruto se tomaron durante tres
cortes de frutos, para lo cual se tomaron cinco frutos al azar
por repeticién, ademds se tomé la variable peso total de 20
frutos elegidos al azar por tratamiento.

Anidlisis estadistico
Para comparar el efecto de los bioestimulantes en el
peso, diametro y longitud de fruto, ademas del peso de los

20 frutos, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y una
comparacion de medias de Tukey a = 0.05. Los analisis es-
tadisticos se realizaron con el software InfoStat versién 2020.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los bioestimulantes registraron un efecto positivo
en el peso, didmetro y longitud de frutos de chile morrén
en los tres cortes evaluados (Tabla 3). En el primer corte, los
frutos de las plantas tratadas con los bioestimulantes fueron
significativamente (FSV196 =8.66, p = 0.0001) mas pesados que
los frutos de las plantas testigo (Tabla 3). Las diferencias sig-
nificativas obtenidas en el sequndo (FSV196 =14.26,p=0.0001)
y tercer corte (F3’196 =17.61, p=0.0001), mostraron que todos
los frutos de las plantas tratadas tuvieron mayor peso en re-
lacion a los frutos de las plantas testigo. Ademas, el producto
Genifix” logré frutos de mayor peso en comparacion a los
productos 22"y Mix" (Tabla 3).

En cuanto al didmetro del fruto, las diferencias signi-
ficativas en cada uno de los cortes (primero F3’196 =970, p
=0.0001; segundo F3,196 = 15.61, p = 0.0001 y tercero F3,196
= 18.26, p = 0.0001) indicaron que los frutos de las plantas
tratadas fueron superiores a los frutos de las plantas testigo
(Tabla 3). En longitud de fruto, las diferencias significativas
obtenidas en el primer corte (F3’196 = 2.40,p = 0.0491), mos-
traron que los frutos de las plantas con aplicaciones de T22"
tuvieron mayor longitud en comparacién a los frutos testigo.
Para el segundo vy tercer corte las diferencias significativas
Tabla 3. Efecto de los bioestimulantes en peso (g), diametro y longitud
(cm) de fruto de chile morrén en tres cortes de frutos en condiciones prote-
gidas de macrotunel.

Table 3. Effect of biostimulants on weight (g), diameter and length (cm) of
bell pepper fruit in three harvests under protected macrotunnel conditions

Tratamiento Cortes
1 2 3
PESO DEL FRUTO
Genifix 257.38 + 5.65° 260.13 +£5.43°  262.05 +4.33°
T22 240.15 + 5.66° 24562 + 443 23567 +4.33°
Mix 256.68 + 6.92° 236.85+5.42° 23558 +5.30°
Testigo 215.85 + 6.92° 216.68 +4.43°  213.33 +5.30°
C.V. (%) 17.95 14.41 14.02
DIAMETRO DEL FRUTO
Genifix 8.29 + 0.08° 8.82+0.11° 8.42 +0.08°
T22 8.19 + 0.09° 8.60 + 0.09° 8.30 +0.07°
Mix 8.37+0.12° 8.11+0.11° 8.28 + 0.09°
Testigo 7.59 +0.12° 8.02 + 0.09° 7.58 +0.08°
C.V. (%) 9.01 8.10 7.24
LONGITUD DEL FRUTO
Genifix 8.78 +0.62° 9.07 +£0.10° 9.87 £0.13°
T22 9.92+0.61° 9.23+0.12° 9.29+0.13°
Mix 8.62 +0.76% 8.92+0.11° 9.54 +0.16%
Testigo 7.31+0.74° 8.48 +0.10° 8.37 £0.15¢
C.V. (%) 54.46 8.49 11.14

Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05) entre
tratamientos. Los datos se presentan en X + E.E., C.V. = Coeficiente de
Variacion, Tukey a = 0.05.
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(F,,, = 10.50,p = 0.0001yF, . = 17.25 p = 0.0001res-
pectivamente) sefialaron que todos los bioestimulantes
incrementaron la longitud de los frutos (Tabla 3). En el tercer
corte el Genifix’ fue superior al T22" en sus efectos sobre la
longitud de los frutos.

Al analizar los tres cortes juntos de chile morrén, se
observé que los frutos de las plantas con aplicaciones de
bioestimulantes fueron significativamente (F3,588 = 34.25,p
= 0.0001) mas pesados que los frutos de las plantas testigo,
ademas, los frutos de plantas con Genifix” fueron los mas
pesados (Tabla 4). En la variable diametro, los frutos de plan-
tas tratadas fueron significativamente (F31588 = 36.72,p =
0.0001) mas anchos que los frutos de las plantas testigo. Los
frutos de plantas con Genifix” superaron en didmetro a los
frutos de las plantas con Mix’ (Tabla 4). Los frutos de plantas
con Genifix"y T22" tuvieron la mayor longitud de frutos (F
= 6.94,p = 0.0001) (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto promedio de los bioestimulante en peso, diametro y
longitud de frutos de chile morrén en un total de tres cortes en condiciones
protegidas de macrotunel.

Table 4. Average effect of biostimulants on weight, diameter and length of
bell pepper fruits in a total of three harvests under protected macrotunnel
conditions.

3,588

) Variables de respuesta
Tratamiento = "
Peso (g) Diametro (cm) Longitud (cm)

Genifix 259.85 + 3.02° 8.51 +0.05% 9.24 +0.232
T22 240.48 +2.79° 8.36 + 0.05% 9.48 £ 0.21°
Mix 243.03 £ 3.42° 8.25 + 0.06° 9.03 + 0.26*
Testigo 215.29 +3.23¢ 7.73 £ 0.06¢ 8.05 +0.25°
C.V. (%) 15.60 8.14 31.77

Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre
tratamientos. Los datos se presentan en X + E.E., C.V. = Coeficiente de
Variacion, Tukey a = 0.05.

En cuanto al peso de muestras de 20 frutos de chile
morrén (Figura 1), en el primer corte no se registraron dife-
rencias significativas (F,; = 1.99, p = 0.2168), en el segundo
las diferencias significativas (F, , = 13.74, p = 0.0043) mostra-
ron que los frutos de plantas con Genifix" y T22" fueron su-

B Genifix T22 OMix @Testigo
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Figura 1. Efecto de los bioestimulante en el peso (g) de muestras de 20 fru-
tos de chile morrén en tres cortes de frutos en condiciones protegidas de
macrotunel. Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05)
entre tratamientos, Tukey a = 0.05.

Figure 1. Effect of biostimulants on the samples weight (g) of 20 bell
pepper fruits in three harvests under protected macrotunnel conditions. Di-
fferent literals indicate statistical differences (p < 0.05) between treatments,
Tukey a = 0.05.
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periores a los frutos de las plantas testigo. En el tercer corte,
solo la muestra de 20 frutos de plantas con Genifix” fueron
significativamente (F, . = 5.68, p = 0.0346) mas pesados que la
muestra de 20 frutos de las plantas testigo (Figura 1).

En el cultivo de jitomate, los bioestimulantes también
tuvieron un efecto positivo sobre el peso, diametro y longi-
tud de los frutos (Tabla 5). En el primer corte, los frutos de
las plantas con aplicaciones de Genifix” fueron significativa-
mente (Fsl180 =10.80, p = 0.0001) mas pesados que los frutos
de los otros tratamientos (Tabla 5). En el segundo corte, sélo
plantas con aplicaciones de Genifix" y Mix" tuvieron frutos
significativamente mas pesados (Fsl452 =13.17,p = 0.0001) en
comparacion a los frutos testigo, y en el tercer corte, las dife-
rencias significativas (ng461 = 3.83, p = 0.0099) demostraron
que Unicamente los frutos de las plantas con Genifix’ fueron
mas pesados que los frutos testigo (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de los bioestimulantes en peso (g), diametro y longitud
(cm) de fruto de jitomate en tres cortes de frutos en condiciones protegidas
de macrotunel.

Table 5. Effect of biostimulants on tomato fruit weight (g), diameter and
length (cm) in three harvests under protected macrotunnel conditions.

. Cortes
Tratamiento
1 2 3
PESO DEL FRUTO
Genifix 110.96 £ 4.18° 113.72+£5.51° 107.19 £ 1.96*
T22 86.05 + 4.74° 95.74 + 2.94° 103.09 + 1.92%
Mix 83.15 +3.79° 112.80 + 3.01° 104.48 + 1.95%
Testigo 80.53 £ 5.07° 96.02 + 2.74° 98.15 + 1.92°
C.V. (%) 32.56 28.25 20.24
DIAMETRO DEL FRUTO
Genifix 5.02 £ 0.09° 5.32 £ 0.05° 5.24 £ 0.06°
T22 4.81+0.10® 5.00 + 0.06° 5.17 £ 0.05°
Mix 454 +0.11% 5.22 + 0.06* 5.12+0.07*
Testigo 4.42 +0.08° 4.99 + 0.05° 4.96 + 0.05°
C.V. (%) 13.82 11.76 11.62
LONGITUD DEL FRUTO
Genifix 6.68 +0.15° 6.90 £ 0.07° 6.92 + 0.08°
T22 6.23 +0.17* 6.56 +0.07° 6.61 +0.07°
Mix 6.13+0.18%® 6.96 + 0.08° 6.57 +0.09>
Testigo 5.85+0.13° 6.48 + 0.08° 6.32 £ 0.07¢
C.V. (%) 16.76 12.27

Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05) entre
tratamientos. Los datos se presentan en X + E.E., C.V. = Coeficiente de
Variacién, Tukey a = 0.05.

En la Tabla 5 se muestra que algunos bioestimulantes
tuvieron un efecto positivo sobre el diametro y longitud de
los frutos de jitomate. En el primer corte los frutos de plantas
con Genifix” y T22" fueron significativamente (FSV180 =8.84,p
= 0.0001) mas anchos que los frutos testigo (Tabla 5). En el
segundo corte los frutos de plantas tratadas con Genifix" y
Mix" fueron significativamente (FBV452 =8.78, p = 0.0001) mas
anchos que los frutos testigo, y en el tercer corte las diferen-
cias significativas (F3,461 =4.65,p= 0.0032) fueron de los frutos
de plantas con Genifix"y T22°, con los mayores didametros en
comparacion a los frutos testigo.
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La longitud de frutos de jitomate también fue promo-
vida poralgunos delos bioestimulantes (Tabla 5). En el primer
corte los frutos de plantas con aplicaciones de Genifix’ fueron
significativamente (F, . = 5.84, p=0.0008) mas largos que los
frutos de las plantas testigo. En el segundo corte los frutos de
plantas con bioestimulantes fueron significativamente (F, .,
=10.28, p = 0.001) mas largos que los frutos testigo, y en el
tercer corte los frutos de plantas con aplicaciones de Genifix’
y T22" registraron diferencias significativas (F, . = 10.81, p =
0.0001), con frutos mas largos en comparacion a los frutos de
las plantas testigo (Tabla 5).

Al tomar en cuenta los tres cortes juntos de jitomate,
los frutos de plantas tratadas con los bioestimulantes mos-
traron diferencias significativas en peso (F, 005 = 2345, p =
0.0001), diametro (F3’1093 =18.55, p=0.0001) y longitud (F3,1093
=22.02, p =0.0001) (Tabla 6). Ademas, los frutos de plantas
con aplicaciones de Genifix” superaron en peso, diametro y
altura a los frutos de las plantas tratadas con los otros bioes-
timulantes (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto promedio de los bioestimulante en peso, didmetroy
longitud de frutos de jitomate en un total de tres cortes en condiciones
protegidas de macrotuinel.

Table 6. Average effect of biostimulants on weight, diameter and length
of tomato fruits in a total of three harvests under protected macrotunnel
conditions.

Variables de respuesta

Tratamiento

Peso (g) Diametro (cm)  Longitud (cm)
Genifix 110.62 + 1.66° 5.19 +£0.04° 6.83 +0.05°
T22 94.96 + 1.84¢ 4.99 + 0.03° 6.44 + 0.06°
Mix 99.27 + 1.93° 4.96 + 0.04° 6.55 + 0.06°
Testigo 92.44 + 1.60° 4.79 + 0.05¢ 6.24 + 0.05¢
C.V. (%) 25.82 12.02 12.75

Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre trata-
mientos. Los datos se presentan en X + E.E., C.V. = Coeficiente de Variacion,
Tukey a = 0.05.

En relacion al peso de muestras de 20 frutos de jitoma-
te (Figura 2), en el primer corte las diferencias significativas
(FSI$ = 32.12, p = 0.0001) mostraron que las muestras de
frutos de plantas con Genifix"y T22" tuvieron mayor peso en
comparacién a las muestras de los frutos testigo y del trata-
miento Mix". En el segundo corte se invirtieron los resultados
para los frutos provenientes de las plantas con aplicaciones
de T22" y Mix’, ya que muestras de 20 frutos de plantas con
Genifix” y Mix” resultaron significativamente (F,, = 23.50, p
= 0.0003) mas pesadas que las muestras de frutos testigo y
del tratamiento con T22°, y para el tercer corte Unicamente
las muestras de frutos de plantas con Genifix” fueron signi-
ficativamente (F3l8 = 9.53, p = 0.0051) mas pesadas que las
muestras de frutos testigo (Figura 2).

El efecto de los bioestimulantes microbianos evalua-
dos en este trabajo, que en la mayoria de los casos tuvieron
resultados superiores al testigo sin aplicacién de bioestimu-
lantes, mostraron el potencial de estos para ser utilizados en
la promocion del tamafio y peso de frutos de chile morrén
y jitomate en condiciones protegidas de macrotunel, y con
esto complementar una fertilizacion minima requerida.
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Figura 2. Efecto de los bioestimulante en el peso de muestras de 20 frutos
de jitomate en en tres cortes de frutos en condiciones protegidas de
macrotunel. Literales diferentes indican diferencias estadisticas (p < 0.05)
entre tratamientos, Tukey a = 0.05.

Figure 2. Effect of biostimulants on the samples weight of 20 tomato fruits
in three harvests under protected macrotunnel conditions. Different literals
indicate statistical differences (p < 0.05) between treatments, Tukey a =
0.05.

Genifix’ es un producto a base de cepas de bacterias
B. megaterium y B. subtilis obtenidas de suelos de sistemas
agroforestales (Adame-Garcia et al., 2021), los cuales tienen
mayor actividad enzimatica y diversidad microbiana en com-
paracién a los suelos de otros cultivos (Paudel et al., 2012).
Estas cepas del Genifix” han dado buenos resultados de for-
ma individual en el desarrollo de plantulas con 38.63 cm de
longitud y peso de frutos de hasta 6.45 g de chile habanero
(Adame-Garcia et al., 2021), ya que estas bacterias se caracte-
rizan por beneficiar a las plantas de forma directa mediante
la produccién de compuestos fitoestimulantes, o indirecta
mediante la sintesis de compuestos con actividad antibidtica
que inhiben el crecimiento de fitopatégenos (Rojas-Solis et
al., 2013), ademas de la solubilizacion de fosfatos y la fijacion
del nitrégeno (Tejera-Hernandez et al., 2011).

Los bioestimulantes T22"y Mix" a base de hongos del
género Trichoderma mostraron también un efectoimportante
en el desarrollo de frutos mas grandes y pesados en relacion
a los frutos testigo en la mayoria de los cortes y en el total de
cortes. Los hongos del género Trichoderma incluyen hongos
promotores del crecimiento vegetal y agentes de control bio-
l6gico que se utilizan contra hongos fitopatdgenos, también
tienen efectos inductores sobre el crecimiento y desarrollo
de las plantas, debido a la presencia de hormonas regulado-
ras de crecimiento que actuan como estimulantes en tejidos
meristematicos primarios en partes jévenes (Candelero et
al., 2015). Se han desarrollado formulaciones comerciales
de Trichoderma en todo el mundo debido a su alta eficacia,
aunque la mayoria se limita a unas pocas especies, incluidas
T. harzianum, T. asperellum y T. viride (Fernando et al., 2018).

Con este trabajo se corroboran los efectos positivos
de los bioestimulantes a base de Bacillus spp. y Trichoderma
spp. en frutos de hortalizas, ya que, en su mayoria, la informa-
cién que se tiene de los efectos de estos microorganismos es
sobre la germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas.
Por ejemplo, aislados de Bacillus spp. aumentan el area foliar
y biomasa seca en plantulas de chile habanero, ademés de

Volumen XXV, NiUmero 1 fsﬁirz



~

Adame-Garcia et al: Biotecnia / XXV (1): 81-87 (2023)

aumentar significativamente la actividad de B-glucanasas
(Sosa-Pech et al., 2019). En el cultivo de jitomate, cepas de
Bacillus han mejorado la longitud transversal de la hoja y el
didmetro de tallo de la planta, y en el cultivo de zanahoria
mejoran la masa fresca de la raiz (Rojas-Badia et al., 2020).

También, Trichoderma spp. mejoran la altura, didme-
tro de tallo, biomasa aérea y volumen de raiz de plantas de
chile habanero var. ‘Chichén Itza, asi como la formacion de
hojas, area foliar e indice de clorofila (Larios et al., 2019). Asi-
mismo, tratamientos foliares con T. harzianum incrementan
el nimero de hojas, de flores, la altura de planta, el largo y
ancho de hojas, la cantidad de foliolos y los rendimientos
en el cultivo de jitomate (Pérez et al., 2013). En cuanto a la
calidad o dimensiones de frutos, se ha indicado que especies
de Trichoderma mejoran el peso de frutos en diferentes varie-
dades de chile serrano (Espinoza et al., 2019). Ademas, cepas
de B. subtilis han mostrado efectos positivos en el didametro y
firmeza de frutos de jitomate, mejoraron algunos parametros
de la calidad del fruto (Ruiz-Cisneros et al., 2019).

En relacion a los bioestimulantes evaluados Genifix,”
T22" y Mix’, Murillo et al. (2021) reportan sus efectos en el
tamafo y peso de frutos de chile habanero, obteniendo fru-
tos significativamente mas grandes y pesados con el uso de
estos bioestimulantes; sin embargo, a diferencia de nuestros
resultados, los tratamientos T22" y Mix" tuvieron mejor des-
empeno en el desarrollo del tamano del fruto que el producto
Genifix’, lo que indica que este producto fue menos eficiente
en el cultivo de chile habanero en comparacién a los cultivos
de jitomate y chile morrén. Estos resultados pueden deberse
a una mejor actividad de las cepas de Bacillus del producto
Genifix” en la induccion de sintesis de hormonas y sistemas
de proteccion en las plantas de jitomate y chile morrén, a
diferencia de lo que ocurre en las plantas de chile habanero
reportados por Murillo et al. (2021).

Los bioestimulantes T22" y Mix" tuvieron desempefos
diferentes en el peso y dimensiones de los frutos, siendo lige-
ramente superior el bioestimulante T22", lo cual puede expli-
carse al ser productos con cepas distintas, lo que permite la
posibilidad de que tengan atributos bioquimicos diferentes;
por ejemplo, en la produccidn de auxinas, 4cidos organicos y
solubilizacion de fosfatos inorganicos, que permiten que una
cepa sea mejor promotora de crecimiento a comparacion de
otras (Ortuno et al., 2013). Esto debido a que cada cepa y/o
especie de Trichoderma posee diferentes atributos para la
estimulacion del crecimiento vegetal y desarrollo de frutos,
lo cual se ha confirmado en trabajos como el de Larios et al.
(2019), en el cual determinaron la efectividad de dos cepas
nativas de Trichoderma sp. (SP6 y Clombta) en plantas de
C. chinense var. “Chichen Itza", encontrando que las plantas
tratadas con Trichoderma cepa Clombta presentaron mayor
crecimiento vegetal y desarrollo de fruto.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos los bioesti-
mulantes evaluados mejoraron del tamafo y peso de frutos
de chile morrény jitomate en plantas con un manejo minimo
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tradicional de fertilizacién en condiciones de macrotunel. El
producto Genifix” tuvo un mejor desempefio como bioesti-
mulante en el tamafo y peso frutos de chile morrén y jitoma-
te en comparacién a los otros productos.

Este trabajo constituye un aporte al conocimiento
cientifico sobre los efectos de bioestimulantes a base de
cepas de Bacillus y Trichoderma sobre el desarrollo de frutos
de jitomate y chile morrén en condiciones protegidas de
macrotunel, con la finalidad de que se consideren como
alternativas para mejorar la calidad en el tamafo y peso de
frutos en la produccion de alimentos.
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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, con
alta prevalencia a nivel mundial, la infeccién causa ulceras
gastricas, duodenales y cancer, se considera uno de los prin-
cipales problemas de salud publica en México. El trabajo eva-
[da in vitro la actividad antioxidante, téxica, antibacteriana y
la capacidad de inhibir la biopelicula formada por H. pylori del
extracto metandlico Juglans regia (EMJR) y los extractos eta-
nélicos crudos de las especies Rosmarinus officinalis (EERO)
y Ruta graveolens (EERG) colectadas en el estado de Nuevo
Ledn, México. Mediante tamizaje fitoquimico se determiné
cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios.
La capacidad antioxidante por el método de DPPH, mostro
que el EMJR fue el mas activo con una Cl, de 2.759 pg/mL.
Los EERG y EERO desarrollaron halos de inhibicion de 11y
16 mm y una CMI de 0.136 y 0.51 mg/mL respectivamente,
solo el EERO inhibe la formacion de la biopelicula en un 83.7
%. Los ensayos de toxicidad sobre Artemia salina mostraron
toxicidad de débil a moderada. Los resultados demuestran
el potencial uso de los extractos estudiados como fuentes
alternativas en la busqueda de nuevos tratamientos contra
H. pylori.
Palabras clave: Romero, Ruda, Helicobacter pylori, antibacte-
riano, citotoxicidad.

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram negative bacteria with a
high prevalence worldwide, causing gastric and duodenal ul-
cers and cancer, it is one of the main public health problems
in Mexico. This work evaluates the in vitro antioxidant, toxic,
antibacterial activity, and the ability to inhibit the biofilm
formed by H. pylori, of the methanolic extract Juglans regia
(EMJR) and crude ethanolic extracts of the species Rosma-
rinus officinalis (EERO) and Ruta graveolens (EERG) collected
in the state of Nuevo Ledn, Mexico. Through phytochemical
screening, the presence of secondary metabolites was qua-
litatively determined. The antioxidant capacity by the DPPH
method showed that EMJR was the most active with an IC,|
of 2.759 ug/mL. The EERG and EERO developed inhibition
halos of 11 and 16 mm and a MIC of 0.136 and 0.51 mg/
mL respectively, only the EERO inhibits biofilm formation
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by 83.7%. Toxicity tests on Artemia salina showed weak to
moderate toxicity. The results show the potential use of the
studied extracts as alternative sources in the search for new
treatments against H. pylori.

Keywords: Rosemary, Ruda, Helicobacter pylori, antibacterial,
cytotoxicity.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori, es una bacteria Gram negativa,
microaerofilica de forma curveada, espiral o fusiforme, con
dimensiones de 2 a 4 um de longitud y 0.5 a 1 um de ancho,
presenta de 4 a 6 flagelos unipolares de 3 um de largo, de
lento crecimiento cuyo reservorio principal es el estbmago
humano (Palacios et al., 2011). Las infecciones que causa son
problema de salud publica (Ayala et al., 2014). Se estima que
mas del 80 % de la poblacion mundial se encuentra afectada
por la infeccién, la cual propicia el desarrollo de ulceras
pépticas, gastritis cronica y estrés oxidativo desencadenando
inflamacién y céncer de estdmago. Dentro de los factores
de recurrencia y virulencia desarrollados por la bacteria se
ha determinado que la capacidad de formar biopeliculas
contribuye al desarrollo de infecciones crénicas y resistencia
al tratamiento convencional (Hathroubi et al., 2018) el cual
consta de una terapia triple en la que se incluyen un inhibidor
de la bomba de protones, amoxicilina y claritromicina (World
Gastroenterology Organisation (WGO)), recientemente la
Organizacién Mundial de la Salud incluyé en la publicacion
en su primera lista de «patégenos prioritarios» resistentes a
los antibidticos a H. pylori, situdndola en el tercer lugar de la
lista de elevada prioridad, debido al desarrollo de resistencia
a claritromicina (Salehi et al, 2018). El alto costo del
tratamiento convencional aunado a los efectos secundarios
y los mecanismos de resistencia generados por la bacteria
(World Gastroenterology Organisation (WGO)) hacen que
la busqueda de tratamientos alternativos siga activa. La
medicina tradicional es una actividad que ha evolucionado
con el paso del tiempo hasta llegar a la medicina actual,
en México existe una gran diversidad de plantas que se
utilizan en la medicina tradicional como tratamiento para
diversas enfermedades, dentro de los que destacan Ruta
graveolens (Nombre comun - Ruda) que tiene la capacidad
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de ser un potente antinflamatorio debido a la presencia
de compuestos bioactivos como flavonoides; asi mismo es
probablemente el remedio mas importante en la medicina
tradicional para ser utilizado para la induccién del aborto
(Colucci-D'’Amato y Cimaglia, 2020). Rosmarinus officinalis
(Romero) es una especie utilizada en la medicina tradicional
como antiespasmoédico, en célico renal, tiene actividad
antimicrobiana, hepatoprotectiva y anti carcinogénica
debido a los compuestos fendlicos presentes tales como
acido rosmarinico, carnosol, acido carnésico (Karadag et
al, 2019). Otra especie de gran interés es Juglans regia
(Nogal), su fruto (la nuez) es reconocido como uno de los
mas importantes a nivel mundial debido a su alto contenido
nutrimental y abundante concentracién de compuestos
bioactivos como esteroles, fibra dietética y polifenoles
que entre otras actividades han demostrado capacidad
antibacterial, antiviral, anticancer, antiinflamatoria (Zhang et
al., 2020). Los extractos de las plantas en estudio pudieran
poseer actividad relacionada con la infeccion causada por H.
pylori. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
los extractos de Juglans regia, Rosmarinus officinalis y Ruta
graveolens para conocer su capacidad antibacteriana, anti-
biopelicula, antioxidante y téxica como un paso preliminar
para su uso como fuente de nuevos compuestos con
propiedades contra H. pylori.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las partes aéreas Ruta graveolens y Rosmarinus offi-
cinalis fueron colectadas en lturbide, Nuevo Ledn, México.
Las cdascaras de nuez (Juglans regia) fueron donadas por la
empresa Alanuez ubicada en Linares Nuevo Ledn, México,
como producto de deshecho. Las muestras fueron secadas a
60 °C /48 h en un horno de secado Yamato DX402C.

Obtencion de los extractos

Los extractos EERG y EERO fueron obtenidos por ma-
ceracion asistida con ultrasonido (BRANSON 3800) a 40 KHz
por 60 min a temperatura ambiente a una relaciéon de 1:12.5
solido: liquido. Se siguid el mismo procedimiento para las
cascaras de nuez, utilizando metanol, el solvente se elimind
en estufa de secado a 60 °C / 24 h. Finalmente, los extractos
se conservaron a 4 °C en viales ambar hasta su uso.

Tamizaje fitoquimico de los extractos

Los extractos se sometieron a una serie de pruebas
quimicas coloridas para determinar cualitativamente la
presencia de metabolitos secundarios como: insaturaciones
(KMnO,), carbonilo, grupos arométicos, oxidrilos fenolicos
(taninos vegetales), esteroles y triterpenos, carbohidratos,
cumarinas, lactonas, sesquiterpenlactonas, alcaloides, flavo-
noides y saponinas, de acuerdo con Verde-Star et al. (2016).

Actividad antioxidante con DPPH"
La capacidad antioxidante de los extractos se determi-
no por el método de DPPH'la absorbancia se midié a 519 nm

en un espectrofotometro (Jenway 6320D) (Gutiérrez et al.,
2008) utilizando acido ascérbico como control positivo. Se
realizaron diluciones seriadas de los extractos y cada concen-
tracion se evalud por triplicado, se aplicé andlisis estadistico
Probit para determinar concentracion inhibitoria media (Cl, ).

Material biolégico

La cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504, fue ob-
tenida del laboratorio de Biologia Celular y Genética de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL; y conservadaa 4 °Cen
caldo Infusion Cerebro Corazén (ICC, de OXOID).

Efecto bactericida por difusion en disco (Kirby-Bauer)

Para determinar el efecto bactericida se utiliz6 el
método de difusiéon en disco (Hudzicki, 2009) con algunas
modificaciones. El cultivo de H. pylori se realizé en caldo ICC,
por 18 h / 37 °C posteriormente el indculo se estandarizé
usando el método de suspension de colonias hasta alcanzar
una turbidez comparable con el tubo de 0.5 de la escala de
McFarland, para dar una concentracién resultante de 1.5 X
108 UFC/mL, los discos se impregnaron con los extractos a 10
pg/mL utilizando como control negativo etanol y como con-
trol positivo gentamicina (cada tratamiento fue realizado por
triplicado). Las cajas Petri se incubaron a 40 °C / 24 h. Termi-
nado el periodo de incubacién, se midieron y se registraron
los halos de inhibicién producidos por cada tratamiento.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la CMI se utilizé el método
de micro dilucion (CLSI, 2008) con algunas modificaciones
para el cual se utilizaron placas de 96 pozos con 50 yL de
caldo ICC estéril y 50 pL de la solucién del extracto (10 pg/
mL), se homogeneizaron y realizaron diluciones seriadas, por
triplicado, utilizando gentamicina como control positivo (50
pL, 0.3 pg /mL), 50 pL de inéculo como control negativo y
100 pL de caldo ICC como control de crecimiento. La lectura
se realizé en un lector de microplacas (EL311, Bio-Tek Instru-
ments) a 570 nm.

Inhibicién de la formacion de biopelicula

La inhibicion de la formacion de la biopelicula se midio
utilizando el método de tincién con cristal violeta (Shao et al.,
2019) los extractos fueron probados a concentraciones de
0.5, 1y 3 mg/mL realizando cada tratamiento por triplicado,
utilizando gentamicina (0.2 mg/mL) como control positivo y
etanol como control negativo.

Actividad toxica sobre Artemia salina

La toxicidad de todos los extractos fue evaluada
utilizando el ensayo de letalidad sobre nauplios de A. salina
segun lo sefalado por Meyer y colaboradores (1982); Se
realizd un barrido de la actividad de los extractos probando
a concentraciones desde 60 hasta 500 ppm, usando como
control positivo K,.Cr,O, y como control negativo agua de
mar, todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las dosis
letales medias (DL, fueron obtenidas utilizando el analisis
estadistico Probit.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion y tamizaje fitoquimico de los extractos

El proceso de maceracion es una de las técnicas con-
vencionales para la extraccién de compuestos bioactivos
ampliamente utilizada debido a que es una técnica econé-
mica y sencilla (Tambun et al, 2021). El rendimiento mas
alto se obtuvo de J. regia (47.43 %), seguido de R. graveolens
(3.19 %) y finalmente R. officinalis con 0.1 %. (ver Tabla 1). El
rendimiento de la extracciéon es un pardmetro que puede
verse afectado por factores como: la madurez, temporada
de colecta, las caracteristicas del material vegetal utilizado,
técnica y tiempo de extraccién, asi como el tipo de solvente
utilizado, generan diferencias en la efectividad del método
de extraccion (Adam et al., 2019; Ashraf et al, 2018). El
tamizaje fitoquimico es uno de las técnicas mas utiles, rapi-
das y sencillas para la determinacién de principios activos
relacionados con diversas actividades bioldgicas y propor-
ciona bases para el aislamiento especifico de compuestos
de interés (Shaikh y Patil, 2020). Posterior a la obtencion, los
extractos se sometieron a una serie de pruebas quimicas
colorimétricas, las cuales, de manera cualitativa, sefalan la
presencia de diversos grupos funcionales. Esta técnica no
es determinante para probar la presencia o ausencia de los
metabolitos secundarios analizados, sino que su utilidad ra-
dica en la rapidez con que genera informacién para la toma
de decisiones sobre la efectividad de la extraccion, asi como
sobre las posibilidades de éxito en las actividades a analizar.
Los resultados de los extractos en estudio se muestran en la
Tabla 2. Los metabolitos encontrados en los extractos con-
cuerdan con lo reportado por Kabubii et al. (2015), quien para
el tamizaje de R. officinalis reporta la presencia de terpenos,
taninos, azlcares, saponinas y flavonoides. De los metaboli-
tos comunmente encontrados en R. graveolens segun Jinous
(2012) se encuentran: cumarinas, alcaloides, terpenoides,
flavonoides, saponinas, taninos y glucésidos, los resultados
discrepando en su mayoria con lo encontrado en el presente
estudio, sélo concuerdan en la presencia de terpenoides y
saponinas, la variabilidad en la presencia de los fitoquimicos
estd relacionada con factores abiéticos como la temperatura,
salinidad, estacionalidad, ritmo circadiano, altitud, luz, estrés,
deficiencia de nutrientes entre otros (Verma and Shukla,
2015). Para el EMJR los metabolitos encontrados concuerdan
con lo descrito por Jahanban-Esfahlany colaboradores (2019)
que mencionan que los principales metabolitos de diversas
partes de J. regia son flavonoides y compuestos fendlicos. La
presencia de metabolitos secundarios como flavonoides y

Tabla 1. Identificacién y rendimiento de extractos.
Table 1. Identification and yield of extracts.

Tabla 2. Evaluacién de compuestos fitoquimicos presentes en los extractos
evaluados.

(+) Presencia, (-) Ausencia.

Table 2. Evaluation of phytochemical compounds present in evaluated
extracts.

(+) Presence, (-) Absence.

EXTRACTO
PRUEBA EMJR EERO  EERG
KMnO4 + + +
Carbonilo + + -
Oxidrilos fendlicos + + +
Esteroles y triterpenos (salkowski) - + +
Carbohidratos (molish) + + +
Cumarinas + + =
Lactonas = = =
Flavonoides (H,SO,) + - -
Sesquiterpenlactonas + - -
Alcaloides dragendorff - - -
Saponinas (bicarbonato de sodio) - - +
Saponinas (salkowski) + + -
Aromaticidad + + +
Flavonoides (shinoda) + - -

chalconas se ha relacionado con la inhibiciéon, interrupcion
o disminucion de factores de virulencia producidos por H.
pylori (Bonifacio et al., 2014). Asi mismo se ha reportado que
algunos flavonoides pueden ejercer actividad antimicrobia-
na directa in vitro, también las catequinas, tienen efecto en
procesos generales como el daio a la membrana, la motili-
dady la adhesion bacteriana (Palacios et al., 2011).

Actividad antioxidante

Los extractos evaluados mostraron de buena a mode-
rada actividad antioxidante, en la Tabla 3 se enlistan las cl,,
obtenidas por cada especie. El EMJR demostré ser el extracto
con mejor actividad, comparada con EERO y EERG, incluso
mejor que la del acido ascérbico utilizado como control en
este ensayo, la IC,, obtenida para este extracto, es similar a la
del extracto acuoso de J. regia obtenido por Aranda-Ventura
José et al. (2017), asi como comparable con la actividad del
antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) reportada
por Elansary y colaboradores (2020). Jahanban-Esfahlan y
colaboradores (2019) estudiaron el potencial antioxidante
de diversas partes de J. regia incluyendo cascaras, reportan-
do menor actividad que la encontrada en este estudio. De
acuerdo con de la Cruz-Jiménez y colaboradores (2022), la
IC,, obtenida para EERG muestra que no posee buena ac-
tividad en comparacion con los extractos en estudio, otros
autores reportan para extractos alcohélicos de R. graveolens

Tabla 3. Concentracion media requerida para la inhibicién del radical

Nombre Nombre Parte Rendimiento Clave del DPPH.
cientifico comun utilizada porcentual extracto Table 3. Average concentration required for the DPPH radical inhibition.
Ruta graveolens Ruda (i?);geyangg) 3.19% EERG EXTRACTO a,, (ug/mL)
Rosmarinus Parte aérea e 3911
0

officinalis Romero i aytallo) 1% EEED EMJR 2759

4 EERO 31.653

. Céscara del
0,

Juglans regia Nogal fruto (nuez) 47.43 % EMJR EERU 237.843
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IC,, mayores que las encontradas en el estudio (Elansary et
al., 2020). Los extractos analizados mostraron actividad dosis
dependiente como lo mencionan Oliveira y colaboradores
(2008); factores como el tiempo entre recoleccion y extrac-
cion, reacciones entre el solvente de extraccion y compues-
tos fendlicos e incluso factores nutrimentales y ecolégicos in
situ de la planta pueden ser causantes de la poca efectividad
como agente antioxidante del extracto (Cao et al., 2019;
Srivastava et al., 2021). Aportar compuestos con actividad
antioxidante durante la infeccién de H. pylori es importante
debido a que se producen sustancias reactivas al oxigeno
y nitrégeno (ROS y RNS) causantes de inflamacion y desen-
cadenantes del desarrollo de cancer gastrico (Butcher et al.,
2017), por lo que la destacada actividad mostrada por el EEJR
es un indicativo indirecto de su de su efectividad contra H.

pylori.

Actividad toxica

Los resultados mostrados en la Tabla 4 correspon-
den a la actividad de los extractos en estudio, la clasificacion
de toxicidad se asigna de acuerdo con lo establecido por
Nguta et al., 2011 donde los extractos pueden clasificarse
de acuerdo con su DL, en: No toxicos (DL, > a 1000 pg/
mL), débilmente toxicos (DLSOde 500 a 1000 pug/mL), mode-
radamente toéxicos (DLS0 de 100 a 500 pg/mL) y fuertemente
téxicos (DLSo < 100 pg/mL). Para extractos hidroalcohélicos
de R. officinalis se han reportado valores de DL, de 470 ug/
mL (Kabubii et al., 2015) y 230 pg/mL (Perales Martinez, 2019)
clasificandolos como débilmente toxicos, coincidiendo con lo
obtenido para el EERO en estudio. Para el EMJR se encuentra
que las DL, obtenidas en este estudio son menores a las re-
portadas por otros autores (Aranda-Ventura José et al., 2017;
Martinez-Baez Adbel Z. et al., 2016), quienes reportan DL, 2
1000 pg/mL, clasificando sus extractos como no toxico. Refe-
rente a las DL, del EERG se encuentran reportados resultados
muy variados que van desde 5.39 ug/mL (Hamidi et al., 2014)
hasta 2,200 pg/mL (Mahboob et al., 2015), las diferencias en
las dosis reportadas en los diferentes extractos se relacionan
con factores abioticos, métodos y solventes utilizados para
la extraccion que afectan de forma directa el tipo y cantidad
de metabolitos presentes y repercuten de forma directaenla

actividad que muestra el extracto.

Actividad antibacteriana

La prueba de evaluacion bactericida de los extractos
sobre H. pylori utilizando el método de difusién en disco
demuestra la bacteria presenta sensibilidad moderada a los
extractos EERO y EERG, siendo el EERG el extracto con mejor
Tabla 4. Actividad toxica de los extractos sobre A. salina'y su clasificacion
toxica.
Table 4. Toxic activity of extracts on A. salina and its toxic classification.

EXTRACTO DL, (ng/mL) CLASIFICACION
EMJR 307.44 Moderada
EERG 296.105 Moderada
EERO 572.267 Débil

Dicromato 22 Muy téxico

actividad seguido por el EERQ, los resultados de los halos de
inhibiciéon se muestran en la Tabla 5. Salehi y colaboradores
(2018) reportan para extractos polares de hojas de romero
halos de inhibicién con valores de 20 mm y CMI de entre 1.25
y 10 mg/mL; para el caso de extractos de ruda reporta zonas
de inhibiciéon de 10 mm y CMI de entre 1.25 y 10 mg/mL,
Osman y colaboradores (2015) reportan para R. graveolens
CMI menores a 2 mg/mL, valores similares a los obtenidos en
el presente estudio. El porcentaje de inhibicién ocasionado
por los extractos puede verse limitado por las cuestiones de
permeabilidad de la célula a compuestos de caracter polar
como los que se encuentran en los extractos etandlicos pro-
bados, la naturaleza propia de la bacteria (Gram negativa), lo
que limita su pase al interior de la célula y condiciona por lo
tanto su actividad (Gutiérrez Garcia, 2015).

Tabla 5. Resultados de los halos de inhibicién, causadas por los extractos,
utilizando el método de difusién en discos. Los resultados mostrados son la
media * la desviacion estandar de 3 réplicas.

Table 5. Results of the inhibition halos, caused by extracts, using the disk

diffusion method. The results showed the average + standard deviation of
3 replicates.

Actividad antibacteriana de extractos

Muestra Actividad Halo (mm)
EMJR - NA
EERG ++ 12.7+0.06
EERO ++ 11.20+£0
Gentamicina (C+) ++++ 35.7+0.12
Metanol/ Etanol (C-) - 0

Actividad sobre la formacion de biopelicula

Los extractos que presentaron actividad contra H.
pylori fueron utilizados para determinar su actividad sobre
la formacién de biopelicula. Las pruebas realizadas con los
EERO y EERG, mostraron que solo el primero posee actividad
para inhibir la formacion de la biopelicula, Song y colabora-
dores (2018) reportaron la actividad de R. officinalis contra la
formacion de la biopelicula de bacterias como Streptococcus
mutans y Porphyromonas gingivalis a dosis de 0.1 % v/v, te-
niendo una inhibicién del 50 % de la biopelicula. Los valores
porcentuales de inhibicién obtenidos en el presente estudio,
mostrados en la Tabla 6, son consistentes con los obtenidos
por Tran Trung et al. (2020) quienes estudiaron el efecto de

Tabla 6. Evaluacion de la inhibiciéon porcentual de la formacién de biopeli-
cula causada por los extractos.

Table 6. Evaluation of the inhibition percentage of biofilm caused by the
extracts.

Concentracion del

Extracto . Inhibicion porcentual obtenida
tratamiento
0.5 mg/mL 35.85%
EERO 1 mg/mL Sin Actividad
3 mg/mL 83.79 %
0.5 mg/mL
EERU 1 mg/mb Sin Actividad
3 mg/mL
0.5 mg/mL
EMJR 1 mg/mL Sin Actividad
3 mg/mL

—a)
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la inhibicion en la formacién de biopelicula por cepas de H.
pylori ATCC 43504, reportando porcentajes de inhibicion del
39.5 % para la mircetinay entre 52.7 y 85.9 % para la naringe-
nina. La diferencia en las concentraciones utilizadas para ob-
tener el efecto inhibitorio similar, se deben a que el extracto
probado en el presente estudio es un extracto crudo.

CONCLUSION

De los extractos en estudio el EERG fue el extracto
que mostré mejor actividad antimicrobiana, generando el
halo de inhibicion mas extenso, asi como la menor MIC, no
mostré capacidad para inhibir la formacion de la biopelicula,
fue el extracto con menor actividad antioxidante y una acti-
vidad toxica moderada. El EERO fue el Unico de los extractos
que demostré la capacidad para inhibir la formacion de la
biopelicula, actividad toxica débil y una mejor actividad
antioxidante en comparaciéon con el EERG. El EMJR fue el
extracto que mostré la mayor actividad antioxidante entre
extractos e incluso mayor que el acido ascérbico utilizado
como control, actividad téxica moderada y nula actividad
antibacteriana y sin capacidad para inhibir el crecimiento de
la biopelicula. Los resultados obtenidos demuestran que los
extractos analizados manifiestan actividad bioldgica contra
H. pyloriy podrian ser utilizados como fuente de compuestos
en la busqueda de alternativas para el tratamiento contra
esta bacteria.
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ABSTRACT

Sitophilus granarius, is a small insect which, under
favorable conditions, affects up to 85 % of stored wheat. Re-
search efforts are being directed towards the development
of bioproducts based on fungi or bacteria with entomo-
pathogenic action, with potential utility as bioinsecticides.
Studies related to Trichoderma harzianum and spinosyn in
the control of the beetle pest of stored grains are minimal
and it is in this context, that the objective of this work was to
evaluate the effect of Trichodermaand spinosyn in the control
of Sitophilus granarius in stored wheat. For the development
of the study, the grain of all treatments was firstimpregnated
with spinosyn; three concentrations (three treatments) of T.
harzianum conidia were sprayed (T1:10% T2:10° y T3:10° co-
nidiasmL"), with five repetitions for each treatment. In the
study they were considered controls without treatments. The
results show that Trichoderma harzianum has a bioregulatory
effect on S. granarius, which is significant when combined
with spinosyn. This bioregulatory effect is emphasized when
higher concentrations than 10° condia/mL are inoculated.
Studies related to coinoculation and the use of spinosyn
should be carried out, as well as evaluating the viability of
the seed and the organoleptic properties of the grain.
Ketywords: Insect pests; stored grains; postharvest; biopro-
ducts; biological control.

RESUMEN

Sitophilus granarius, es un pequefo insecto el cual
bajo condiciones favorable llega a afectar al trigo almace-
nado hasta en un 85 %. Los esfuerzos investigativos estan
siendo orientados hacia el desarrollo de bioproductos a base
de hongos o bacterias con accién entomopatégena, con uti-
lidad potencial como bioinsecticidas. Estudios relacionados
con Trichoderma harzianum y espinosina en el control del
coledpteros-plaga de granos almacenados son minimosy es
en este contexto, el objetivo del presente trabajo consistié
en evaluar el efecto de Trichoderma y la espinosina en el
control de Sitophilus granarius en trigo almacenado. Para el
desarrollo del estudio, el grano de todos los tratamientos
fue impregnado primeramente con espinosina; tres con-
centraciones (tres tratamientos) de conidias de T. harzianum
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fueron asperjadas (T1:10% T2:10° y T3:10° conidiasmL"), con
cinco repeticiones cada tratamiento. En el estudio fueron
considerados controles sin tratamientos. Los resultados
muestran que, Trichoderma harzianum presenta un efecto
biorregulador sobre S. granarius, el cual es significativo cuan-
do se combina con la espinosina. Este efecto bioregulador se
enfatiza cuando se inoculan concentraciones superiores de
10° condias/mL. Se deben realizar estudios relacionados con
la coinoculacién y el uso de la espinosina, asimismo, evaluar
la viabilidad de la semilla y propiedades organolépticos del
grano.

Palabras claves: Plagas insectiles; granos almacenados;
postcosecha; bioproductos; control bioldgico.

INTRODUCCION

Sonora, un estado ubicado en el noroeste de México,
se destaca a nivel mundial por ser un productor y proveedor
de granos y forrajes. Con relacién a la produccién de granos,
el estado de Sonora, México resalta a nivel nacional en la pro-
duccién de trigo, sorgo, maiz, garbanzo, girasol y centeno,
principalmente, siguiéndoles en segundo y tercer orden a los
estados de Baja California y por Guanajuato, respectivamen-
te. Al mes de septiembre de 2021, Sonora tuvo una superficie
sembrada de trigo de 467,319 hectdreas de las cuales se co-
secharon 465,997 (99.7 %), con una producciéon de 2,802,008
toneladas; 16.8 % menos que la obtenida en su homdlogo
ciclo del afo anterior; derivado de una menor superficie
sembrada (22 %) (SADER, 2022). En este ciclo en promedio
se obtuvo un 95 % de la produccién del afio agricola. Sonora
con 1.4 millones de toneladas (51.7 % de la produccién en
el pais) junto con Guanajuato, Baja California y Sinaloa, en
conjunto aportan el 82.7 % de la produccién nacional. La
produccion obtenida en el ciclo otofio-inverno 2020/21 a
nivel nacional, en su mayoria fue del grupo cristalino 56 %y
el resto (44 %) fue del tipo panificable (fuerte, medio fuerte,
suavey corto, y tenaz). En Sonora el 83 % de la produccién de
trigo en la entidad es del tipo cristalino y el 17.0 % restante
es panificable.

Se puede inferir que la conjunciéon de las condiciones
agroclimaticas y tecnoldgicas existentes en las regiones don-
de se siembra trigo en Sonora, son favorables. Sin embargo,

*Autor para correspondencia: Martinez-Ruiz Francisco E.
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Recibido: 1 de agosto de 2022
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hay temporadas y espacios donde las plagas se vuelven un
problemay uno de ellos es en el almacenaje ya que, lturralde
(2015), indica que las pérdidas debidas a estos dafos oscilan
entre un 5 % y un 10 % en paises desarrollados y alrededor
del 50 % en paises en vias de desarrollo, que se traducen en
pérdidas econémicas que representan unos 300 millones de
délares en paises desarrollados. Existen unas 1,000 especies
de insectos que infestan los productos almacenados, siendo
las de mayor importancia econémica las que se encuentran
dentro de los 6rdenes Coledptera y Lepiddptera (Riudavets
et al.,, 2002). Tradicionalmente, a estas especies se las suele
clasificar en plagas primarias o secundarias con base al
dano producido sobre el grano (Iturralde, 2015). Las plagas
primarias estan representadas por insectos altamente espe-
cializados con la capacidad de perforar la testa de las semillas
(Laskowski et al., 2019). Dentro de este grupo encontramos
a coledpteros de las familias Dryophthoridae (Sitophilus gra-
narius Linneo = gorgojo de grano =; Sitophilus oryzae Linneo
= gorgojo del arroz=y Sitophilus zea mais Linneo = gorgojo
del maiz=), Bostrichidae (Prostephanus truncatus Horn = ba-
rrenador grande de granos=; Rhyzopertha dominica Fabricius
= capuchino de los granos=), Bruchidae (Callosobruchus ma-
culatus Arora =gorgojo del frijol=) y lepidopteros de la familia
Gelechidae (Sitotroga cerealella Olivier = palomilla dorada de
los granos, palomita de los cereales=). Las plagas secunda-
rias en cambio son insectos poco especializados que atacan
un amplio rango de productos almacenados, procesados y
manufacturados. Dentro de éstas se encuentran coledpteros
de las familias Cucujidae (Cryptolestes ferrugineus Stephens =
gorgojo plano =y Cryptolestes pusillus Schonherr = gorgojo
rojizo de los granos=) Silvanidae (Oryzaephilus surinamensis
Linneo = carcoma dentada de los granos=) y Tenebrionidae
(Tribolium castaneum Herbst = gorgojo castano de la harina
=y Blapstinus interruptum Solier = escarabajo o gorgojo ne-
gro=) (Mebarkia et al., 2010).

Sitophilus granarius, catalogado como uno de los
escarabajos oscuros, pertenece al orden Coleoptera, es un
pequeio insecto perteneciente a la familia Dryophthoridae;
esta familia es rica en especies y morfolégicamente diversa
con aproximadamente 2,300 géneros y 20,000 especies en
todo el mundo (Nietupski et al., 2021; Matthews et al., 2010),
y muchos mas taxones por describir.

Sitophilus granarius es un pequeno coledptero, de
mucha movilidad, de aproximadamente 4.5 a 6.5 mm de
largo y 2.5 mm de ancho. Los adultos presentan élitros de
color marrén negruzco, con diferentes tonos claros u oscuros
(Mebarkia et al., 2010). El pronoto estd punteado, como los
élitros; estos tienen una puntuacién localizada en surcos
longitudinales. Tiene una tribuna larga, mas larga en las hem-
bras que en los machos, y antenas geniculadas rojizas. Las
alas traseras estan ausentes, por lo que no puede volar. Las
patas son de color marrdn rojizo. Las larvas tienen una forma
tipica de “C" de color blanco amarillento, con una cabeza de
color marrén oscuro (Fornal et al., 2007).

Para el control de las plagas de los granos almacena-
dos y otros productos agricolas, la utilizacién de insecticidas

sintéticos se ha convertido en la herramienta empleada con
mayor frecuencia (Acevedo et al., 2018). El uso reiterado de
estos ha ocasionado resistencia, eliminacién de organismos
benéficos, contaminacion de agua, sueloy aire (Zehler, 2000),
la eficacia de los productos quimicos contra las plagas de
granos almacenados varia después del tratamiento (Singh
y Kaur, 2018). De igual manera, el uso indiscriminado de
estos insecticidas sintéticos causa gran riesgo para el medio
ambiente y sus residuos pueden afectar a los consumidores.
Sobre esta base la necesidad de desarrollar nuevas alterna-
tivas que sean seguras y convenientes para el ecosistema,
ademas de eficaces en el control de plagas. En este sentido,
los esfuerzos investigativos estan siendo orientados hacia
el desarrollo de bioproductos a base de hongos o bacterias
con acciéon entomopatdgena, con utilidad potencial como
bioinsecticidas (Tamez et al., 2001), en particular dada la baja
predisposicion de este tipo de bioproductos a generar feno-
menos de resistencia en los organismos plaga (Anderson,
1998; Porcuna, 2019).

La exploracién de los hongos para el control de plagas
implica una amplia investigacién multidisciplinar: genética,
fisiologia, ecologia, patologia, produccion masiva, etc. (Vega,
2008). Entre los microorganismos que se destacan en el
control de plagas y enfermedades figuran Trichoderma spp.,
Bacillus thuringiensis - kurstaki, Bacillus thuringiensis - tene-
brionis, Bacillus subtilis, Verticilium lecanii, Beauveria bassiana,
Paecilomyces fumosoroseus, Spinosad, Coniothyrium minitans
y Nematodos entomopatdgenos, entre otros (Ortiz-Urquiza
etal., 2010). Estas especies han sido investigadas como agen-
tes de control bioldgico de plagas y enfermedades por cerca
de 70 ainos (Kumar et al., 1996), pero es soélo recientemente
que las cepas han comenzado a ser comercialmente apro-
vechables. Las cepas de Trichoderma se les ha denominado
Agentes de Control Biolégico (ACB), debido a su alta capaci-
dad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones
ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacién de
nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, fuerte
agresividad contra agentes de enfermedades e insectiles
fitopatdgenos y eficiencia en promocion de crecimiento de
plantas e induccion de mecanismos defensa (Cafnedo y Ames
et al., 2004). Estas propiedades han hecho, sean entre otras,
altamente demandado para ser utilizada en el biocontrol de
plagas y enfermedades.

El género Trichoderma un ACB, posee buenas cuali-
dades para el control de enfermedades en plantas causadas
por fitopatégenos (Hernandez y Orozco, 2019). Estos agen-
tes causantes de enfermedades actian por medio de una
combinacién de competencia por nutrientes, produccion
de metabolitos antifingicos, enzimas hidroliticas y mico-
parasitismo, ademds de producir sustancias promotoras del
crecimiento vegetal (De Oliveira et al., 2014). De igual forma,
las especies de Trichoderma se caracterizan por tener un
crecimiento micelial rdpido y una abundante produccion de
esporas que ayuda a la colonizaciéon de diversos sustratos
y del suelo. Asimismo, pueden producir enzimas extrace-
lulares, antibioticos antifungicos, ser competidores contra
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hongos fitopatégenos y nematodos del género Meloidogyne
spp. y promover el crecimiento en plantas (Cedefio, 2005;
Nenaah et al., 2015; Puertas et al., 2006); con relacién a plagas
insectiles, especificamente con larvas de Tenebrio molitor, es-
tudios demuestran que Trichoderma harzianum e investigada
para la produccidén de serina proteasa, quitinasa y actividad
antibidtica en relaciéon con la entomopatogenia, la cepa
produjo serina proteasa con un kDa; la enzima se produjo
durante la fase de crecimiento y presentaba peptidos activos
con accidn insecticida cuando se alimentaron a las larvas de
Tenebrio molitor (Shakeri y Howard, 2007).

Otro bioproducto potencial en el control de insectos
plaga, destaca la espinosina de origen natural producido por
la fermentacion del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa
Mertz (Cisneros et al., 2002). La espinosina es una neuroto-
xina compuesta por una mezcla de las spinosinas Ay D (de
ahi spinosAD), las cuales son compuestos tetraciclicos de
macrolidos que acttian sobre los receptores post-sinapticos
de la acetilcolina nicotinica y los receptores GABA (Ruiz et al.,
2008). Sumodo de accién no es sistémico, presenta actividad
por ingestién y contacto, mientras que su mecanismo de
accion es actuar sobre los receptores nicotinicos de la ace-
tilcolina, excitando el sistema nervioso por alteraciones en
la funcién nicotinica y los canales idénicos del GABA (Marina
et al., 2014). Los estudios demuestran la capacidad de ser
efectivo en el control de lepidopteros (Mendez et al., 2002),
dipteros (Bond et al., 2004) y homopteros (Pérez et al., 2007),
entre otros.

Estudios relacionados con Trichoderma y espinosina
en el control del coledpteros- plaga de granos almacenados
son minimos y es en este contexto, que el objetivo del pre-
sente trabajo consistié en evaluar el efecto de Trichoderma
y la espinosina en el control de Sitophilus granarius en trigo
almacenado.

MATERIALES Y METODOS
Cepa de Trichoderma harzianum y la espinosina

Se adquirié una cepa de Trichoderma harzianum de
la Empresa “Fertilizantes de la Costa Atlantica” en sustrato
sélido a base de arroz. Para su posterior propagacion, la cepa
fue aislada en medio agar papa dextrosa (20 g de dextrosa,
22 g de extracto de papa, 15 g de agar), fue incubada duran-
te siete dias a una temperatura de 25 - 28 °C. Siguiendo la
técnica de Arévalo et al. (2017), se increment6 la produccién
de conidios a partir de cascarilla de arroz entera + semilla de
arroz quebrada (1/4 de tamafio las piezas de arroz) en una
proporciéon de 60 g y 40 g, respectivamente, enriquecida
con Carbonato de Calcio al 0,5 mL g™ sustrato; el sustrato se
depositd en bolsas de pléastico de 1 kg. El mismo fue esteri-
lizado en autoclave durante 30 min a 15 psi. En condiciones
asépticas se agregd una suspension de conidios/mL (1 x 10%)
a los sustratos a razén de 0.04 mLg’ de sustrato, una vez
inoculado los sustratos se removié las bolsas para lograr una
buena homogenizacién, finalmente se cerré las bolsas para
evitar contaminacion. La incubacion del hongo consistié en
ubicar las bolsas en oscuridad a temperatura de 25 °Cy hu-
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medad relativa del 80 % por 3 d, con la finalidad de propiciar
el desarrollo de micelio; transcurrido el tiempo, las bolsas
fueron removidas ligeramente con el proposito de brindar
oxigenacion a los hogos para facilitar el desarrollo (Arévalo et
al., 2017). Alos siete dias de incubacion, se abrieron las bolsas
para favorecer aireacion y deshumedecer el sustrato, gene-
rando una mayor esporulaciéon hasta los 14 d. Los ultimos
cuatro dias del proceso de esporulacion los sustratos con los
hongos, las bolsas se sometieron a temperatura de 16 °C para
facilitar la desecacion del sustrato. Finalmente, la cosecha de
conidios del hongo biocontrolador fue realizada envasando
y sellando el producto segun Kamaly et al. (2016).

La espinosina fue obtenida del producto comercial
Spintor 12 Sc (Dow Agro Sciences); Spinosad: (Spinosyn A
y Spinosyn D) 11.60 %, equivalente a 120 g de ingrediente
activo por litro. Se preparé la espinosina a razén de 0.4 ppm
(segun EPA/LMRs), colocando 5 mLL agua™.

Obtencion de Sitophilus granarius

Los individuos insectiles de Sitophilus granarius pro-
cedieron de un asentamiento colonial del laboratorio de la
Empresa“Fertilizantes de la Costa Atlantica”. Durante seis dias
para generar una oviposicion, los ejemplares progenitores se
desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura
(29 + 2 °C), humedad relativa (73 + 5 %) y fotoperiodo (12
luz: 12 oscuridad), posteriormente fueron eliminados y la
nueva generacién se mantuvo por 35 d y asi generar nueva
descendencia de nuevos individuos, los cuales infestaron
nuevas muestras de grano estéril y ser utilizados en las prue-
bas bioldgicas.

Biotratamientos de mortalidad de Sitophilus granarius

Para el desarrollo del estudio, el grano de todos los
tratamientos fue impregnado primeramente con espinosina
(15 mL<caja Petri); los 15 mL fueron impregnados al grano
apoyandose de una pizeta con punta de spray y después
de 180 minutos, tres concentraciones (tres tratamientos) de
conidias de T. harzianum fueron asperjadas (T1:10% T2:10° y
T3:10° conidiasmL), con cinco repeticiones cada tratamien-
to utilizando placas de Petri de 50 mL con diez gramos de
trigo e infestandose con 20 ejemplares no sexados de S.
granarius. Una placa Petri con trigo infestado sin someterse
a ningun tratamiento de los bioproductos en estudio, fue
empleado como control. Asimismo, otro tratamiento con es-
pinosina sin T. harzianum fue considerado. Las cajas Petri con
los respectivos tratamientos se sellaron con parafilm para
impedir pérdidas y desecacién de conidias, volatizacion de la
espinosina y de organismos insectiles; después se colocaron
en una cdmara de incubacién (MLR-352-PE PHC Europe B.V./
PHCbi) @29 +2°Cy 80+ 5 % HR. Los tiempos de exposicion
del insecto a los tratamientos fueron de 72, 144 y 216 h. El
experimento se realizd por quintuplicado. Al final de cada
tiempo de exposicion, los insectos fueron removidos y la tasa
de mortalidad fue calculada segun la siguiente ecuacion de
Wong et al. (2017) y Abbott (1925):
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% mortalidad = 100 (% muertos tratados - % muertos control)
100 - % muertos control

Analisis estadistico

Un diseno completamente al azar fue desarrollado
en el experimento con cinco repeticiones y como fuentes de
variacion las concentraciones conidiales de T. harzianum (103,
10°y 10° conidiasmL"; control sin ACB y control Unicamente
con espinosina) y, un tiempo de exposicion con tres niveles
(72,144 y 216 h). La variable de estudio fue la del porcentaje
de mortalidad. Para establecer las diferencias entre los trata-
mientos y los testigos, se realizaron analisis de varianza con
un nivel de significancia p = 0.05 y comparacién de medias
por Tukey Kramer, mediante el paquete estadistico JMP
version 5.1. Los valores porcentuales fueron transformados al
arco-senov/p (Sokal y Rohfl, 1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos fueron efectivos contra S. granarius,
con diferencias significativas respecto al control para P <
0,005. Asimismo, los andlisis arrojan que no hubo diferencias
significativas de mortalidad al evaluar diferentes concentra-
ciones de conidias de T. harzianum (Tabla 1) considerando los
distintos tiempos de exposicién; sin embargo, numéricamen-
te, se manifiesta que a una concentracién de 10° conidias/mL
es superior en comparacién de las demds concentraciones al
cabo de 216 h. Es importante hacer notar que la inoculacion
de T. harzianum sin la espinosina se comporté numéricamen-
te superior a las 72 h, pero sin diferencia significativas con
los tratamientos conidiales a base de T. harzianum. A las 144
h, se pudo visualizar que el tratamiento con espinosina + T.
harzianum, a las 144 h, en concentraciones de 10° conidias/
mL" superd su efectividad en 5 unidades adicionales vs el
tratamiento Unico con T. harzianum (10° conidias/mL") sin la
adicién de espinosina. Un incremento en la mortalidad de S.
granarius a las 216 h, se ve manifiestado (6.2 %), con aquel
mismo tratamiento a base de espinosina + T. harzianum (10°
conidias/mL"), en comparacion con el de Esp S/T (Tabla 1), y
en un 16.5 % con los tratamientos a base de espinosina + T.
harzianum (10°y 10° conidias/mL™").

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de S. granarius en trigo expuesto a
espinosinay Trichoderma harzianum.

Trichoderma harzianum

conidias/mL"' 72h 144 h 216 h
10° 65(a)A 73(@)A 82(a)A
109 68(a)A 75(@)A 85(a)A
10° 68(a)A 82(a)A 97(a)A
Esp S/T 69(a)A 77(@)A 92(a)A
control 0(a)B 0(a)B 0(a)B

Literales minusculas diferentes en una fila dentro de una misma fuente de
conidias son diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0,05.
Literales mayusculas diferentes en una columna dentro de una misma
fuente de conidias son diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey a una
P < 0,05. Los valores son el promedio de cinco réplicas. ESP S/T: espinosina
sin T. harzianum; Control: sin los agentes de control bioldgico (Espinosina 'y

T. harzianum).

Son diversos los resultados que se han obtenido por
parte de los ACB. Las observaciones experimentales y de
campo, arrojan por ejemplo que Bacillus thuringiensis, se
caracteriza por formar una espora central o terminal en el
esporangio y también por la presencia de un cristal proteico;
produce tres exotoxinas: la beta, alfa y gama y una endotoxi-
na llamada delta endotoxina, que es la responsable principal
del efecto insecticida; su modo de entrada es las esporas o
los cristales de endotoxinas, entran por la boca conforme
el insecto se alimenta del follaje, para luego alcanzar el in-
testino el cual tiene un pH alcalino (Kumar et al., 1996). Otro
ACB que figura, es el Bacillus popilliae, el cual es causante de
la enfermedad lechosa en los escarabajos; las esporas son
elipticas o cilindricas y estan ubicadas en la porcién central
o distal del esporangio; las esporas son ingeridas con suelo
y material de las raices por las larvas mientras se alimentan;
en el interior del insecto las esporas germinan y las células
vegetativas invaden la hemolinfa; se ha observado que las
esporas actian a nivel de membrana o cuticula, y/o degra-
dando pared celular principalmente en las regiones fragiles
de la cuticula de larvas de la familia Scarabaeidae (Coledp-
tera) y generando una bacterimia (replicacion interna de la
bacteria). Beauveria bassiana por su parte, su micelio es de
color blanco y las conidias presentan una coloracién blanca
a crema. Produce la enfermedad conocida como: Muscardina
blanca; el micelio invade los 6rganos y tejidos, comenzando
por el tejido graso generando intranquilidad y pérdida de
coordinacion del insecto y posteriormente cese de la alimen-
tacién, aunado a un cambio en la coloracién del tegumento
principalmente en escarabajos como Cosmopolites sordidus.
El ACB, Trichoderma spp., se caracteriza por ser saprofito. Es
un hongo competitivo, ya que crece muy rapido, y esporula
abundantemente. Son antagénicos: producen antibiéticos
como gliotoxinas, viridinas y enzimas liticas (Alamri et al.,
2016).

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
concuerdan con Mukherjee et al. (2012), Kamali et al. (2016)
y Alamri et al. (2016), al indicar que la inoculacion de Tricho-
derma con complejos enzimaticos pueden potencializar su
efecto biocontrol; fenédmeno visualizado en este trabajo. Si
bien es cierto, los estudios con Trichoderma indican mas su
efectividad sobre hongos Delgado y Maurcia-Ordofiez (2011)
y Vallejos et al. (2014), manifiestan sobre su accién bioinsec-
ticida sobre dipteros plaga de cultivos agricolas. Los mismos
autores indican que Trichoderma spp., tiene la capacidad de
ser utilizado como un ACB vsinsectos, debido a su producciéon
de metabolitos secundarios y enzimas (en menor proporcién
que tales como: proteasas, celulasas, xilanasas, pectinasas,
amilasas, quitinasas, entre otras (Tronsmo & Harman, 1993;
Monzén, 2001), que son los factores clave en el biocontrol.
Esta dltima (quitinasas), se caracterizan por hidrolizar el
enlace tres, del polimero N - acetilglucosamina, componente
esencial en la estructura de cubierta y membrana de la ma-
yoria de los insectos y microorganismos (Tronsmo y Harman,
1993; Monzén, 2001), lo que da pie al deterioro de la misma'y
facilita la accion de los demas componentes involucrados en
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el biocontrol (metabolitos secundarios). Situacién que pudo
ocurrir en el presente estudio al observar (entre mas tiempo
trascurrido y mdas concentraciéon conidial), como el micelio
del hongo se apreciaba sobre la base de las antenas y debajo
de los élitros de los insectos en estudio. Adicional a lo ante-
rior, es importante hacer notar que la esporulaciéon de los
conidios de Trichoderma sobre S. granarius, se hizo notar a la
accion biocontroladora de la espinosina; éste fenomeno fue
mas enfatico cuando las concentraciones conidiales eran por
encima de 10° condias/mL". En este sentido, la accion bio-
controladora de la espinosina segun Infante-Rodriguez et al.
(2011), Marina et al. (2012, 2014, 2018), indican que al ser una
neurotoxina compuesta por una mezcla de las spinosinas A y
D (de ahi spinosAD), los cuales son compuestos tetraciclicos
de macrolidos que actuan sobre los receptores post-sinapti-
cos de la acetilcolina nicotinica y los receptores GABA de los
insectos (Marina et al., 2012; 2014; 2018; Pérez et al., 2007),
pudo deberse su efecto sinérgico con el de Trichoderma spp.
(Monzo, 2001; Mukherjee et al., 2012) y que aunque,existen
estudios donde Trichoderma interactia positivamente con
otra clase de organismos benéficos como es el estudio de
Martinez et al. (2011), que evaluaron la interaccion de cuatro
especies de micorrizas arbusculares (Glomus intraradices, G.
mosseae, G. claroideumy G. constrictum) y Trichoderma harzia-
num en plantas de meldn, con el fin de valorar el crecimiento
de las plantas y la incidencia de la marchitez producida por
el hongo patdgeno, también se han visto efecto positivos en
el manejo y control de plagas de almacén (Motta-Delgado y
Murcia-Ordofez, 2011).

CONCLUSIONES

Trichoderma harzianum como un Agente de Control
Benéfico presenta un efecto biorregulador sobre S. granarius,
el cual es significativo cuando se combina con la espinosina.
Este efecto bioregulador se enfatiza cuando se inoculan
concentraciones superiores de 10° condias/mL. Los autores
sugieren, que se deben realizar estudios relacionados con
la coinoculacién de otros ACB y el uso de la espinosina,
asimismo, evaluar la viabilidad de la semilla y propiedades
organolépticos del grano.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la estacionalidad en la calidad
microbioldgica y fisicoquimica de leche de cabra producida
en el centro del estado de Veracruz, México. Se evaluaron
leches de diferentes unidades de produccion caprina (Coa-
tepec, Perote y Tatatila) producidas en las épocas de lluvias,
secas y nortes. Se determinaron los contenidos de mesofilos
aerobios, coliformes totales Eschericha coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella ssp y Brucella sp. asi como proteina, grasa,
lactosa, sélidos no grasos, densidad y acidez. Los resultados
microbiolégicos determinaron la ausencia de Eschericha coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Brucella sp en las
leches analizadas. El efecto de la interaccién Epoca del afo
por Unidad de produccién por Tipo de leche mostré que el
50% de las leches (crudas y pasteurizadas) producidas en las
épocas de nortes y lluvias presentaron los mayores conteni-
dos de Meséfilos aerobios y Coliformes totales. El efecto de la
interaccién unidad de produccién por tipo de leche presen-
taron los mayores contenidos de sélidos no grasos, proteinas,
lactosa y densidad debido a uso de diferentes forrajes como
morera, cascaras de naranja, pasto Taiwan, alfalfa y rastrojo
de maiz. Los mayores contenidos de grasa se encontraron en
las unidades de produccién de Coatepec y Tatatila.
Palabras claves: Calidad fisicoquimica, Calidad microbiol6-
gica, Epocas estacionales, UPC

ABSTRACT

The effect of seasonality on the microbiological and
physicochemical quality of goat milk produced at the center
of the Veracruz state, Mexico, was evaluated. Milk from diffe-
rent goat production units (Coatepec, Perote and Tatatila)
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during the rainy, dry and windy seasons were evaluated. The
contents of aerobic mesophiles, total coliform Eschericha coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella ssp. and Brucella sp. as well
as protein, fat, lactose, non-fat solids, density and acidity. The
microbiological results determined the absence of Eschericha
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. and Brucella sp. in
the analyzed milks. The effect of the interaction season of the
year per production unit per type of milk showed that 50 %
of the milk (raw and pasteurized) produced in the windy and
rainy seasons presented the highest contents of aerobic me-
sophiles and total coliforms. The effect of the interaction unit
of production by type of milk showed the highest content of
non-fat solids, proteins, lactose and density due to the use of
different forages such as mulberry, orange peel, Taiwan grass,
alfalfa and corn stover. The highest fat contents were found
in the production units of Coatepec and Tatatila.

Keywords: Physicochemical quality, Microbiological quality,
Seasons, GPU.

INTRODUCCION

La caprinocultura ha demostrado tener un gran valor
para el desarrollo econémico y social de poblaciones rurales
desfavorecidas (Morales-Pablo et al., 2012). A nivel mundial
existen mas de 909 millones de cabras, siendo China (150
millones), India (154 millones), Pakistan (54 millones) y Su-
dan (43 millones) quienes tienen el mayor inventario caprino
(FAO, 2010; Bidot Fernandez, 2017). Solamente el 95 % de
la poblacién caprina es usada para la produccion de doble
propésito (carne-leche), mientras que el resto se adjudica a
ella una orientacién esencialmente lechera que contribuye
con el 27 % de la produccion lactea caprina mundial (Bidot

*Autor para correspondencia: Emmanuel de Jesus Ramirez-Rivera
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Fernandez, 2017). En México, la caprinocultura es una de las
actividades primarias de las cuales dependen mas de 1.5 mi-
llones de personas (Ramirez-Rivera et al., 2017). El inventario
caprino supera los 9 millones de cabezas, las cuales estan
distribuidas en 261,100 unidades de produccion (tipo exten-
sivo y semi-extensivo) y su mayor concentracién y principal
desarrollo se efectya en lugares marginales de los estados
de Veracruz, Oaxaca, Puebla, Guerrero, Zacatecas, Coahuila
y San Luis Potosi (Morales-Pablo et al., 2012; Ramirez-Rivera
et al., 2018). En estas unidades caprinas se producen cerca
de 1.55 millones de litros de leche de cabra al dia, que
genera una derrama econémica de 2.8 millones de pesos
(INEGI, 2007; Salinas-Gonzélez et al., 2016). Sin embargo, en
estas unidades caprinas generalmente no se aplican Buenas
Practicas Pecuarias (BPP) y esto permite la proliferacién expo-
nencial de microorganismos patdégenos (i.e. Eschericha coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Brucella melitensis)
que ocasionan Enfermedades de Transmision Alimentaria
(ETA) como la fiebre de malta, entre otras (Morales-Pablo et
al., 2012; Bidot Fernandez, 2017). Lo anterior puede compro-
meter la salud de los consumidores debido a la ingesta de
leche de cabra y subproductos no inocuos, lo que conlleva
a un impacto negativo en la economia de los productores
(Fekadu et al., 2005; Goetsch et al., 2011; Ruiz Romero et al.,
2013). Es por ello que, en México se ha desarrollado en ma-
teria de politicas publicas, la aprobacién de la Norma Oficial
Mexicana NOM-243-SSA1-2010 (2010) en donde se expresa
el uso obligatorio de la pasteurizacién como un medio de
reduccion de la carga microbiana en la leche cruda (Gaucher
et al.,, 2008). En este sentido, la leche de cabra se caracteriza
por tener proteinas de alta digestibilidad, aminodcidos
esenciales (i.e Treonina, Isolecuina, Leucina, Lisina), mayor
contenido de minerales (i.e. Ca, Fe, Mg, P, Na, Ky Cu) a compa-
racion de la leche de bovino y elementos funcionales como
la Coenzima Qy acido linolénico conjugado (Villalobos, 2005;
Brodziak et al., 2014). Acorde con Salvador y Martinez (2007),
el contenido nutrimental de la leche de cabra puede variar
por factores intrinsecos como el genotipo, la raza, edad, eta-
pa de lactancia y extrinsecos como el tipo de alimentacién
y la estacionalidad. Actualmente las investigaciones sobre
el efecto de la estacionalidad en la leche de cabra han sido
desarrolladas en paises como Nigeria, Polonia y Reino Unido
(Midau et al., 2010; Brodziak et al., 2014; Chen et al., 2014).
En México, las investigaciones mas recientes en leche de
cabra no han considerado la estacionalidad y solamente han
determinado el contenido nutrimental y microbiolégico de
este producto (Ramirez-Rivera et al., 2017; Ramirez-Rivera et
al., 2018). Es por ello que se considera que las leches produ-
cidas en épocas de norte y con un procesamiento térmico
contienen un mayor contenido nutrimental y representan
un menor riesgo para la salud. La realizacién de este tipo
de investigaciones es necesario para que los productores
desarrollen estrategias que minimicen las fluctuaciones mi-
crobioldgica y fisicoquimica en la leche, ya que este alimento
es usado principalmente para la transformacién en quesos
artesanales (Ramirez-Rivera et al., 2018). Por todo lo anterior,

el objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la
estacionalidad en la calidad microbiolégica y fisicoquimica
de la leche de cabra producida en unidades caprinas del
centro de Veracruz en México.

MATERIALES Y METODOS
Unidades de produccién caprinos

Se considerd una muestra de las Unidades de Produc-
cién Caprina (UPC) del Sistema Producto Especie Caprinos
de Veracruz, A.C. (SIPECAV). La muestra comprende a cuatro
UPC que pertenecen a los municipios de la zona montafiosa
central y el Altiplano del Estado de Veracruz. Estas UPC son
representativas debido a su produccion de leche de cabra 'y
elaboracién de productos lacteos como quesos artesanales
(Ramirez-Rivera et al., 2017). Las razas de cabras predominan-
tes en las UPC son Alpina y Saanen. En la Tabla 1 se muestran
las condiciones agroclimaticas, asi como el tipo de alimenta-
cién usado en estas UPC.

Muestras de la leche de cabra

En este estudio se consideraron leches producidas en
las épocas de lluvias (septiembre, 2014), secas (mayo, 2015)
y nortes (noviembre, 2015). En total fueron analizadas n = 72
muestras representativas de 500 mL de leche de cabra, las
cuales estuvieron distribuidas de la siguiente manera: n = 6
muestras de leches (tres leches crudas y tres leches pasteuri-
zadas) producidas en n = 3 épocas del afio para un total de

Tabla 1. Procedencia de las leches y condiciones agroecoldgicas de las UPC.
Table 1. Milk origin and agroecological conditions of the UPC.

UPC Precipitac.ién Altitud Temperat_ura _Tipo de- )
y Municipio promedio (msnm) promedio allment‘aaon
anual (mm) anual (°C) caprina
Morera (Morus
alba), bagazo
Dénelo’ de naranja
Coa tepe’c 1500 1208 18 (Citrus sinensis),
Pasto Taiwan
(Peninisetum
purpurem).
Diversificado,
bejuco (Cissu
Don Luis?, 1500 1239 18 ver_ticillata)
Coatepec y King grass
(Saccharum
sinense).
Hnos. Alfalfa (Medi—
Enriquez’, 4936 2400 12 LRI
Perote rastrojo de maiz
(Zae mays).
Bellotas
(Quercus ilex),
Rincén pastos Kikuyo
del Rio Frio, 1346 1867 20 (Pennisetum
Tatatila? clandestinum)
y Lolio (Lolium
multiflorum)

': Sistema Intensivo con alimentacion especifica y cabras estabuladas.
2 Sistema semi-intensivo (con alimentacion diversificada y cabras en
pastoreo).
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18 muestras por UPC. La leche cruda fue recolectada direc-
tamente del tanque de recoleccién posterior a la ordenay la
leche pasteurizada fue tomada inmediatamente al concluir el
tratamiento térmico (63 °C por 30 min). Las muestras fueron
transportadas de acuerdo con el procedimiento descrito en
la Norma Oficial Mexicana (NOM-109-SSA1-1994) para su
inmediato andlisis microbioldgico y fisicoquimico.

Analisis microbiolégico de la leche

Se determinaron por triplicado los siguientes parame-
tros microbioldgicos de acuerdo con los métodos de la Offi-
cial Methods of Analysis (AOAC, 2005): Meséfilos Aerobios
(MA) (método 966.23), Coliformes Totales (CT) y Eschericha
coli (E. coli) (método 991.14) y Staphylococcus aureus (S. au-
reus) (método 2003.08). Las determinaciones de Salmonella
spp (S. spp) y Brucella melitensis se realizaron de acuerdo con
las Normas Oficiales Mexicanas NOM-114-SSA1-1994 y NOM-
041-Z00-1995, respectivamente. Los resultados microbiol-
gicos se expresaron en Iog10 (Ramirez-Rivera et al., 2018).

Analisis fisicoquimico de la leche

En todas las muestras se determinaron por triplicado
los contenidos (g L") grasa, Sélidos No Grasos, Proteina, Lac-
tosa y Densidad (kg m3) mediante un analizador por ultra-
sonido Lactoscan S (Milkotronic Ltd., Nova Zagora, Bulgaria).
La determinacion de la acidez titulable (gL de acido lactico)
o Acidez (ACI) se efectud acorde al método 947.05 (AOAC,
2005) en el cual se adicioné 1 mL de la solucién (0.5 % p/p)
de fenolftaleina en 10 mL de leche de cabra y posteriormente
la mezcla fenolftaleina-leche de cabra fue titulada con NaOH
(0.11 N) hasta que la muestra alcanzé una tonalidad rosa
consistente por 5 s.

Analisis estadistico

Los datos microbioldgicos y fisicoquimicos fueron
colectados en matrices de datos con dimensiones J*K, donde
J =72 muestras de leches y K = 6 variables microbiolégicas
(o 6 variables fisicoquimicas) para un total de 432 datos
microbiolégicos y 432 datos fisicoquimicos. Se calculé el
promedio y la desviacion estandar de los datos microbiolé-
gicos y fisicoquimicos. Se aplicé un Andlisis de Varianza de
Modelos Lineales Generalizados (GLM) y la comparacién de
medias se efectué mediante la prueba de Tukey con un nivel
de probabilidad del 5%.

El modelo estadistico aplicado fue el siguiente:

Yijp = #+ EP; +UP; +TL + EP? UP; +UpP* TL; .+ EP* TLy +E,

ikl
Dénde: Y = variable de respuesta; p efecto comun,
EP efecto de la i-ésima época; UP = efecto de la j-ésima UP;
TL = efecto del k-ésimo tipo de leche; EP*UP interaccién de
la epoca x UPG; UP*TL = interaccion de la UP x tipo de leche;
EP*TL, = interaccion epoca x tipo de leche; E, = Error aleato-
rio con media 0y varianza del error ogz.También se calcularon
los coeficientes de determinacion R? de cada modelo. Para el
tratamiento estadistico de los datos se usé el procedimiento
de GLM del programa estadistico SAS® version 9.4 (Statistical
Analysis Systems Institute Inc, U.S.A).

(
Ve
=102
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RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de efectos en el contenido microbiolégico de la
leche

En la Tabla 2 se muestran los resultados de los efectos
considerados en esta investigacién. Se observa que todos
los efectos evaluados fueron estadisticamente significativos
(p < 0.01) para las variables microbiolégicas MA y CT. Cabe
mencionar que hubo ausencia de E. coli, S. aureus, Salmonella
ssp. y B. melitensis en todas las leches evaluadas. Este resul-
tado confirma la aplicacién de buenas practicas de ordefa
usadas en las diferentes UPC. Por lo tanto, la Epoca del afio
(EP) incide significativamente (p < 0.01) en el contenido de
MA y CT, esto concuerda con Tormo et al. (2011), quienes
demostraron que las condiciones de produccién y la época
tiene un efecto importante en el perfil microbiolégico de la
leche de cabra. En donde, el contenido de MA de las leches
producidas en las épocas lluvias, nortes y secas fueron 2.81,
3.61y 3.22 Log UFC mL", respectivamente. Para el caso de
CT, los valores encontrados fueron de 1.17, 2.52 y 1.96 Log
UFC mL" respectivamente (Tabla 3). Estos resultados son
diferentes a los presentados por Tormo et al. (2011) quienes
obtuvieron valores de MA 'y CT de 0.23y 1.17 Log UFC mL"
respectivamente en leches de cabra producidas en UP de
Francia durante el mes de febrero. Esta diferencia puede
deberse a las condiciones de produccién y temperaturas que
influyen en la multiplicacién microbiana. Respecto al efecto
de UP, se encontrd que las leches producidas en las UP Luis y
Hnos. Enriquez presentaron el mayor conteo microbiano de
MA de 3.2y 3.73 Log UFC mL" a comparacion de las leches
de las UP Donelo y RRF quienes tuvieron conteos de MA < 3
Log UFC mL' (Tabla 3). Los resultados del efecto Tipo de leche
(TL) (Tabla 3) indicaron que la pasteurizaciéon contribuyé a
la reduccion de la carga microbiana de MA (4.00 a 2.43 Log
UFC mLT") y CT (2.52 a 1.25 Log UFC mL"). Sin embargo, con
la interaccion Epoca del afio por Tipo de leche (EP*TL) se en-
contré la mayor incidencia microbioldgica de MA en leches

Tabla 2. Andlisis de varianza de las variables microbioldgicas.
Table 2. Analysis of variance of the microbiological variables.

FV' GL? cwm,,’ cm_*
Modelo 23 6.07" 10.56™
Error 48 0.005 0.002
EP 2 3.82" 10.97"
UPC 3 15.90" 15.92"
EP*UPC 1 3.52" 439"
TL 6 44.46" 29.42"
EP*TL 2 1.12" 38.89"
UPC*TL 3 3.49" 9.54"
EP*UPC*TL 6 1.005™ 1.83"
R? 0.99 0.99

': FV: Fuente de Variacion. % GL: Grados de libertad. *: CM, ,: Cuadrado me-
dio de la variable Mesdfilos aerobios. : CM_: Cuadrado medio de la variable
Coliformes totales. EP: Epoca. UPC: unidad de produccién caprina. EP*UPC:
Interacciéon época x unidad de produccion. TL: Tipo de leche. EP*TL: Inte-
raccion época x Tipo de leche. UPC*TL: Interacciéon Unidad de produccién x
Tipo de leche. EP*UPC*TL: Interaccién Epoca x Unidad de produccién x Tipo
de leche. R% Coeficiente de determinacién del modelo. *: p < 0.05; **: p <
0.01. ns: No significativo.
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Tabla 3. Efectos EP, UP, TL e interaccion EP*TL en aspectos microbiol6gicos
de la leche de cabra de la zona montafosa central del estado de Veracruz.
Table 3. ER, UP, TL effects and EP*TL interaction in microbiological aspects of
goat’s milk from the central mountainous area of the state of Veracruz.

SR Log UMFl(\Z mL"’ Log UCF.I;Z mL"’
Lluvias 2.81+£0.01° 1.17 £0.01°
Nortes 3.61+0.01° 2.52+0.01°
Secas 3.22+0.01¢ 1.96 £ 0.01¢
'Efecto UP

Rincén del Rio Frio! 2.23+0.012 1.12+£0.012
Donelo? 2.64+0.01° 1.11£0.01°
Enriquez? 3.73£0.01¢ 2.27 £0.01°¢
Luis* 3.2+0.01¢ 3.04+0.01¢
'Efecto TL

Cruda 4+0.012 2.52 +£0.0082
Pasteurizada 243 +0.01° 1.25 +0.008°
2Interaccion EP*TL

Lluvias-Cruda 3.85+0.022 0.357 +£0.012
Lluvia-Pasteurizada 1.78 £ 0.02° 1.99 £0.01°
Nortes-Cruda 4.24 +0.022 4.04 £0.012
Nortes-Pasteurizada 2.99 +0.02° 1.0+0.01°
Secas-Cruda 3.92 +0.022 3.18+0.012
Secas-Pasteurizada 2.52 +0.02° 0.74 +0.01°

EP: Epoca. UPC: unidad de produccién caprina. TL: Tipo de leche. EP*TL:
Interaccién época x Tipo de leche. 'Literales diferentes en columna indican
diferencias significativas. Literales diferentes en columna por épocay tipo
de leche indican diferencias significativas.

crudas en las épocas de nortes (4.24 Log UFC mL") y secas
(3.92 Log UFC mL"). Aunque, posterior a la pasteurizacién
esta carga de MA mostro una reduccién de 2.52'y 2.99 Log
UFC mL" para las mismas épocas. Las cargas de MA en las le-
ches pasteurizadas estan por debajo del limite 4.47 Log UFC
mL" establecido por la (NOM-091-SSA1-1994). La reduccién
de MA demuestra el efecto positivo del tratamiento térmico
de la leche usado en las diferentes UP consideradas en esta
investigacion (Kousta et al., 2010). Las cargas mas altas de CT
en leches crudas fueron 4.04 y 3.18 Log UFC mL" (épocas de
nortes y secas, respectivamente), este resultado se redujo a
valores de 1.00 y 0.74 Log UFC mL" para las mismas épocas.
Las cargas microbianas de CT posteriores a la pasteurizacion
se encuentran en el limite maximo (1.00 Log UFC mL") es-
tablecido en la (NOM-243-SSA1-2010. Sin embargo, en la
época de lluvias se encontré que la leche cruda presenté
menor carga de CT (0.35 Log UFC mL") respecto a la leche
pasteurizada (1.99 Log UFC mL"). Esto pudo deberse a una
posible contaminacién post-pasteurizacién ocasionado por
la falta de limpieza y desinfeccion en equipos, utensilios y por
los posibles tiempos prolongados (superiores a 48 h) de al-
macenamiento a temperatura ambiente (Yamazi et al., 2013).
Los resultados de la interaccién Epoca del afio por Unidad
de produccién por Tipo de leche (EP*UPC*TL) mostré que
las leches sin procesamiento térmico de las UP Luis y Hnos.
Enriquez producidas en la época de nortes (4.18 y 4.50 Log
UFC mL") y lluvias (5.16 y 4.12 Log UFC mL") presentaron el
mayor contenido de MA. Para CT el mayor conteo se presen-

t6 en la época de nortes y en las leches crudas producidas
en las UP de Luis (4.10 Log UFC mL") y Hnos. Enriquez (4.27
Log UFC mL") (Tabla 4). Los resultados mostrados coinciden
con los reportados por Delgado-Pertifiez et al. (2003) quienes
observaron la mayor incidencia de bacterias MA 'y CT en los
meses de diciembre, enero y febrero (4.94, 5.09 y 4.92 Log
UFC mL") pertenecientes a la época de nortes.

Tabla 4. Efectos de la interaccién EP*UP*TL en aspectos microbiolégicos de
la leche de cabra de la zona montafosa central del estado de Veracruz.
Table 4. EP*UP*TL interaction effects on microbiological aspects of goat’s
milk from the central mountainous area of the state of Veracruz.

EP¥UP*TL Log ll}lltlé mL"’ Log U(;:TC mL?
Lluvias-Donelo-LC 2.70 + 0.044° 0+£0°
Lluvias-Donelo-LP 0+0° 0+0°
Lluvias-Enriquez-LC 4.12 +0.044° 1.428 + 0.032
Lluvias-Enriquez-LP 3.54 £0.044° 4.63 +£0.03°
Lluvias-Luis-LC 5.16 £ 0.044* 0+0?
Lluvias-Luis-LP 3.6 £ 0.044° 3.36+0.03°
Lluvias-Rincén del Rio Frio-LC 3.41 £0.044° 0+0°
Lluvias-Rincén del Rio Frio-LP 0+0° 0+0°
Nortes-Donelo-LC 4.16 £ 0.044° 3.73 £0.032
Nortes-Donelo-LP 2.49 £ 0.044° 0+0°
Nortes-Enriquez-LC 4.50 = 0.044° 4.27 £0.032
Nortes-Enriquez-LP 2.67 +0.044° 0+0P
Nortes-Luis-LC 4.18 £ 0.044° 4.1+£0.032
Nortes-Luis-LP 4.03 + 0.044° 4.01 £0.032
Nortes-Rincén del Rio Frio-LC 4.12 +0.0442 4.01 £0.032
Nortes-Rincén del Rio Frio-LP 2.76 £ 0.044° 0+0°
Secas-Donelo-LC 3.97 £0.0442 2.94 £0.032
Secas-Donelo-LP 2.54 +£0.044° 0+0°
Secas-Enriquez-LC 4.10 £+ 0.0442 3.31+£0.032
Secas-Enriquez-LP 3.44 +0.044° 0+0°
Secas-Luis-LC 4.49 £ 0.0442 3.76 £0.032
Secas-Luis-LP 4.11 £0.044° 2.99+0.03°
Secas-Rincén del Rio Frio-LC 3.11 £0.0442 2.73+0.032
Secas-Rincén del Rio Frio-LP 0+0° 0+0°

EP*UPC*TL: Interaccién Epoca x Unidad de produccién x Tipo de leche. LC:
Leche cruda. LP: Leche pasteurizada (63 °C por 30 min). Literales diferentes
en columna indican diferencias significativas.
Analisis de efectos en el contenido fisicoquimico de la
leche

Los efectos analizados para cada variable fisicoquimi-
ca se muestran en la Tabla 5. Se observa que todos los efec-
tos e interacciones fueron significativo con excepcién de la
interaccion EP*TL. Los valores de R? (0.76 - 0.96) demuestran
el alto nivel de explicacion del modelo aplicado. Analizan-
do la significancia de cada efecto por variable se encontré
que para el contenido de Grasa todos los efectos fueron
significativos (p < 0.05) con excepcion de las interacciones
EP*TL y UPC*TL. En el caso de Sélidos No Grasos solamente
el efecto la interaccion EP*TL no tuvo efecto significativo (p
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Tabla 5. Analisis de varianza de la composicion de la leche de cabra para los efectos incluidos en el modelo utilizado.
Table 5. Goat’s milk composition analysis of variance for the effects included in the model used.

F.V. G.L. M., M, M, M, M., cm, .,
Modelo 17 152.8*%* 250.6** 35.7*%* 72.1%* 34.7%* 59.3%*
Error 54 13.0 4.2 0.4 1.6 0.4 33
EP 2 109.4%* 70.8%* 3.5% 32.8%* 3.0%* 188.3**
UPC 3 524.3%* 239.9%* 56.4%*% 43.7%* 57.0%* 33.6%*
EP*UPC 6 108.2%* 525.7*%* 66.4%* 158.9%* 63.8%* 83.1%*
TL 1 113.3** 18.4* 0.8Ns 9.1* 0.81% INIRS
EP*TL 2 16.5M 3.0 0.6" 0.9N 0.50M 3.7%
UPC*TL 3 3.3% 73.6%* 10.0%* 21.5%* 9.6%* 7.6
R? 0.79 0.94 0.96 0.93 0.96 0.85

1 FV: Fuente de Variacion. % GL: Grados de libertad. 3: CM_,,, Cuadrado medio de la variable Grasa. *: CM__ , Cuadrado medio de la variable Den-

GRAY

sidad. *: CM

SNG”

Cuadrado medio de la variable Sélidos No Grasos. ¢ CM

DEN’

Cuadrado medio de la variable proteina.””CM , , Cuadrado medio de

PRO" LAC!

la variable lactosa. ®:CM, ,, Cuadrado medio de la variable acidez. EP: Epoca. UPC: unidad de produccién caprina. EP*UPC: Interaccién época x
unidad de produccién. TL: Tipo de leche. EP*TL: Interaccion época x Tipo de leche. UPC*TL: Interaccién Unidad de produccion x Tipo de leche.
R% Coeficiente de determinacion del modelo. *: p < 0.05; **: p < 0.01. NS: No significativo.

> 0.05). Para el contenido de Proteina se observé diferencias
significativas en todos los efectos con excepcién de las in-
teracciones TL y EP*TL. En el caso del contenido de Lactosa
solamente la interaccion EP*TL no se encontraron diferencias
significativas. Para la Densidad todos los efectos fueron
significativos con excepcidn de TL y EP*TL. Para el contenido
de Acidez se observaron que los efectos TL, EP*TL y UPC*TL
no fueron significativos. Para el efecto EP los mayores con-
tenidos de Grasa y Sélidos No Grasos se obtuvieron en las
épocas de nortes (50.03 g L") y lluvias (70.16 g L") (Tabla 6).
De acuerdo con Todaro et al. (2005), la leche con contenidos
altos de grasa puede deberse al consumo de pasturas ricas
en proteinas generadas en esas épocas. Los mayores conteni-
dos de Proteina (23.91y 23.41 g L") y Lactosa (42.08 y 40.09 g
L") se mostraron en las épocas de nortes y secas (Tabla 6). Lo
anterior puede deberse a que las cabras muestran su mayor
desempefio productivo en las épocas antes mencionadas
(Midau et al., 2010). Sin embargo, Fekadu et al. (2005) obser-
varon que los mayores contenidos de proteina de las leches
de Estados Unidos se producen en los meses de septiembre a
Tabla 6. Composicion de la leche de cabra por época del afo de la zona
montafnosa central del estado de Veracruz.

Table 6. Goat’s milk composition by time of year at Veracruz state central
mountainous area.

Epocas del afio

Variable 2

Lluvias’ Nortes? Secas®
(GgfaL_Sf)’ 47.94+074% 5003 +074°  4576+0.74°
(Sg"'L'_‘j')OS no grasos 7016+042°  7329+042°  70.49+0.42°
(P;I’_F:'“a 23.16£0.14°  2391+0.14° 2341014
(L:CLnga 4002+026°  4208+0.26°  40.09+0.26°
(Dk‘;”rsr:f)ad 10226 +0.13°  1023.3+0.13° 10228 +0.13®
Acidez
(gL' de 4cido lacti-  2249+037°  2077+£037° 17.02%037°
o)

' Epoca de lluvias (septiembre del 2014). 2 Epoca de nortes (noviembre del
2015). 3 Epoca de secas (mayo del 2015). Literales diferentes en fila indican
diferencias significativas.
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octubre. Por su parte, Mayer y Fiechter (2011) mostraron que
los contenidos altos de Grasa, Sélidos No Grasos, Proteina y
Lactosa de leches producida en Austria se han obtenido en
las épocas de nortes y lluvias. Aunque la diferencia de la com-
posicién nutrimental de la leche caprina producida entre las
épocas también puede atribuirse a la calidad de la pastura 'y
al consumo energético de las cabras para su locomocién en
busqueda de forraje (Steinshamn et al., 2014). Sin embargo,
se observé la existencia de una relacién inversa entre las
variables Grasa y Lactosa, este mismo efecto fue observado
por Grimley et al. (2009) en leches producidas en los meses
de primavera (marzo a junio). En el caso de la Densidad se
encontraron diferencias (p < 0.05) entre las épocas evaluadas
y siendo la época de norte donde se encontré una mayor
densidad en la leche. Los valores de Densidad encontrados
en esta investigacion son consistentes con los reportados por
lancu (2010) y Chen et al. (2014) quienes evaluaron leches de
cabra de Rumania y Noruega y reportaron rangos de densi-
dad de 1029 - 1033 y 1028 kgm?, respectivamente. El mayor
contenido de Acidez se obtuvo en las épocas de lluvias y
nortes (22.49y 20.77 g L' de &cido lactico, respectivamente),
este resultado pudo estar asociado con el incremento de la
carga microbiana generado en dichas épocas. El analisis del
efecto UPC demostré que los contenidos mayores de Grasa
se obtuvieron en las UPC Rincén del Rio Frio y Donelo (54.54
y 50.04 gL, respectivamente) a comparacion de las UPC Luis
y Hnos. Enriquez (44.02 y 43.04 gL, respectivamente) (Tabla
7). Las diferencias en los contenidos de Grasa entre UPC estan
en funcion del tipo de alimentacion caprina. De acuerdo con
Todaro et al. (2005), Brodziak et al. (2014), Park et al. (2007),
Salvador et al. (2014), la alimentacién diversificada contribu-
ye a un menor balance energético del animal provocando
una mayor movilizacion de la grasa corporal para la sintesis
de la grasa de la leche. Por su parte, Morand-Fehr et al. (2007)
mencionaron que los altos contenidos de grasa en las leches
pueden darse cuando hay una mayor proporcién de forraje
natural en la dieta caprina. Los contenidos mayores de Séli-
dos No Grasos, Proteina y Lactosa se obtuvieron en las leches
delas UP Donelo (73.21,24.17 y 41.76 gL, respectivamente),
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Tabla 7. Composicion de la leche de cabra por unidad de produccion caprina en la zona montafnosa

central de Veracruz.

Table 7. Goat milk composition per goat production unit at Veracruz central mountainous area.

Unidad de Produccion Caprina

Variable
Rincon del Rio Frio' Donelo? Enriquez® Luis*

(GgraLi? 54.54 + 0.85° 5004 +0.85°  43.04+0.85  44.02+0.85¢
?;:_",‘)" s N0 grasos 65.90 + 0.48 7322+048° 72414048 73731048
Fg“’l_tf)'”a 20.86 +0.16° 2417+0.16°  2425+0.16° 2469+ 0.16°
(L;CLE‘;“ 38.46 + 0.30° 4176+030° 4097 +030°  41.73+0.30°
(?(Z”r:ffd 1020.3 +0.15¢ 10235+0.150  1023.7+0.15%  1024.1 +0.15°
Acidez

(gL' de 4cido 20.78 + 0.43% 19.41+043%  21.63+043°  18.75+043
lactico)

'Alimentacion diversificada Bellotas (Quercus ilex), pastos Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y Lolio
(Lolium multiflorum). ?Alimentacién con Morera (Morus alba), bagazo de naranja (Citrus sinensis),
Pasto Taiwan Peninisetum purpurem).*Alimentacién con Alfalfa (Medicago sativa) y rastrojo de maiz
(Zae mays). *Alimentacion diversificada, bejuco (Cissu verticillata y King grass (Saccharum sinense).
Literales diferentes en fila indican diferencias significativas.

Hnos. Enriquez (72.41, 24.25 y 40.97 gL', respectivamente) y
Luis (73.73, 24.69 y 41.73 gL, respectivamente). Sin embar-
go, en la UPC Rincon del Rio Frio, las variables fisicoquimicas
Sélidos No Grasos, Proteina y Lactosa (65.90, 20.86 y 38.46 g
L, respectivamente) mostraron un efecto contrario al resto
de las leches producidas en el resto de las UPC. Este resul-
tado puede atribuirse a dos razones: 1) el uso de forrajes de
calidad deficiente y 2) a los gastos energéticos de las cabras
derivados por el pastoreo (Park et al., 2007; Inglingstad et al.,
2014).En el caso de la Densidad se observé que las leches pro-
ducidas en las UPC Donelo (1023.54 kg m™), Hnos. Enriquez
(1,023.54 kg m=) y Luis (1,023.54 kg m) estuvieron préximos
al valor de 1,028 kg m= propuesto por Park et al. (2007). Sin
embargo, la leche de la UPC Rincén del Rio Frio presenté el
valor mas bajo de Densidad (1020.25 kg m). Acorde a Park
etal. (2007) este efecto pudo estar asociado a dos factores: 1)
al estado avanzado de lactancia de las cabras y 2) a la adicion
de agua alaleche. Respecto al contenido de Acidez las leches
producidas en las UPC Hnos. Enriquez y Rincén del Rio Frio
(21.63 y 20.78 gL' de acido lactico) presentaron los mayores
contenidos respecto las leches de las UPC Donelo y Luis
(19.41y 18.75 gL' de &cido lactico). Los valores de Acidez de
esta investigacion son superiores al valor de 15 gL' de 4cido
lactico observado por Villalobos y Castro (2009). Los conteni-
dos altos de Acidez de las leches producidas principalmente
en la UP Hnos. Enriquez y Rincon del Rio Frio pudieron estar
asociados a la contaminaciéon microbioldgica o a la falta de
implementacién de las buenas practicas de higiene y manejo
de la leche. Los efectos del Tipo de leche (TL) se observa en
la Tabla 8. En donde se muestran diferencias significativas
(p<0.05) solamente en el contenido de Grasa, Sélidos No
Grasos y Lactosa. Adicionalmente la leche pasteurizada tuvo
un mayor contenido de Grasa (48.32 vs 50.83 g L"), Solidos
No Grasos (70.80 vs 71.81 gL), Proteina (23.38 vs 23.60 g L),

Tabla 8. Composicion de la leche de cabra por tipo de leche en la zona
centro del estado de Veracruz.

Table 8. Composition of goat’s milk by type of milk at the Veracruz state
central zone

} Tipo de Leche

Variable i drmi
Cruda Tratamiento Térmico'

Gfaia 46.66 + 0.60° 49.17 + 0.60°

(gL

Soll_cjlos no grasos 70.81+0.34° 71.82+0.34

(9L

Pfoﬁf'"a 2339+0.11° 23.60+0.11°

gL

Lactosa 4038 £0.21° 41.09 +0.212

gL

Densidad 1022.8+0.11° 1023.0+0.11°

(kg m)

Acidez 19.97 +0.30° 20.22 +0.30°

(gL' de &cido lactico)

'Pasteurizacién a 63 °C por 30 min. Literales diferentes en fila indican dife-
rencias significativas.

Lactosa (40.37 vs 41.08 gL") y Densidad (1022. 79 vs 1023.0
kg m?3). De acuerdo con Villalobos (2005), el tratamiento
térmico de la leche (65 °C por 0.5 h) puede generar una
mayor concentracién de solidos que a su vez modifican la
densidad de la leche. Para el efecto de la interaccién EP*TL
no se encontraron diferencias significativas en ninguna de
las variables analizadas. Los resultados del efecto UPC*TL se
muestran en la Tabla 9. Se observa que los contenidos de
Sélidos No Grasos, Proteina, Lactosa y Densidad tuvieron
un efecto significativo (p < 0.05). Encontrdndose su mayor
concentracion en las leches crudas y pasteurizadas de las
UPC Donelo y Hnos. Enriquez. Esto puede asociarse al tipo
de alimentacién (morera, cascaras de naranja, pasto Taiwan,
alfalfa y rastrojo de maiz) usado en estas unidades de pro-
duccion que contribuyen a incrementar dichos contenidos
(Ramirez-Rivera et al., 2018). Respecto a Densidad, las leches
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Tabla 9. Efecto de la interaccién UPC*TL en aspectos fisicoquimicos de la leche de cabra de la zona montaiosa central del estado de Veracruz.
Table 9. Effect of the UPC*TL interaction on physicochemical aspects of goat’s milk from the central mountainous area of the state of Veracruz.

UPCHTL Graia Sogllr::::o Protejna Lactc:sa Densid:d © L:\:il:::i do
(gL") (gL") (gL7) (gL7) (kg m?) lactico)

Rincoén del Rio Frio-LC 53.45+1.20° 67.86+0.68° 21.65 +0.229 39.45 + 0.42% 1021.04 +0.21 20.55 +0.60?
Rincoén del Rio Frio-LP 55.63+1.20° 63.93 £ 0.68 20.06 +0.22" 37.46 £ 042 1019.47 £0.219 20.99 +0.60°
Donelo-LC 48.16+1.20° 71.88 +0.68¢ 23.80 £ 0.22f 40.94 + 0.42° 1023.17 £0.21« 18.48 + 0.60?
Donelo-LP 51.92+1.20° 74.54+0.68° 24.53+0.22° 42,58 +0.422 1023.90 + 0.212 20.32 +0.60°
Enriquez-LC 4213+1.202 7251 +0.68< 24.36 +0.22"¢ 40.93 +£0.42°¢  1023.78 +0.212 21.59 £ 0.602
Enriquez-LP 43.95+1.202 723+0.68<  2414+0.22°"  4101+042°¢  1023.58 +0.21%° 21.65 +0.602
Luis-LC 4287+120° 7096+0.68¢  23.72+022<  40.17 £0.42°%  1023.18 +0.21> 19.23 +0.602
Luis-LP 45.15+1.202  76.5+0.682 25.66 + 0.222 43.28 +0.422 1025.06 £ 0.21¢ 17.9 + 0.60°

UPC*TL: Unidad de produccién caprina por Tipo de leche. LC: Leche cruda. LP: Leche pasteurizada (63 °C por 30 min). Literales diferentes en

columna indican diferencias significativas.

(crudas y pasteurizadas) de las UPC Donelo, Hnos. Enriquez
y Luis estan por debajo de los valores de 1028 kg m=, 1029
- 1033 y 1028 kgm?, indicados por Park et al. (2007), lancu
(2010) y Chen et al. (2014). Por ultimo, para la variable Acidez
no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre
las leches producidas por unidades de produccién caprina.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion confirman el uso
de buenas practicas de ordena aplicadas en la produccién de
leche de cabra de la zona analizada, esto quedo confirmado
por la ausencia de Eschericha coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella ssp y Brucella sp. El efecto de la interaccién Epoca
del aino por Unidad de produccién por Tipo de leche mostro
que el 50 % de las leches (crudas y pasteurizadas) producidas
en las épocas de norte y lluvias presentaron los mayores
contenidos de Meséfilos aerobios y Coliformes totales. En los
aspectos fisicoquimicos, el efecto de la interacciéon unidad
de produccion por tipo de leche se presentaron los mayores
contenidos de sélidos no grasos, proteinas, lactosa y densi-
dad debido a uso de diferentes forrajes como morera, cas-
caras de naranja, pasto Taiwan, alfalfa y rastrojo de maiz. Sin
embargo, los mayores contenidos de grasa se encontraron
en las unidades de producciéon Donelo (Coatepec) y Rincon
del Rio Frio (Tatatila). Los hallazgos antes expuestos pueden
ser de interés para la industria lactea caprina asi como para
los caprinocultores dedicados a la produccién de leche y
productores derivados (quesos, cajetas, entre otros) con la
finalidad de implementar un mayor control de calidad tanto
microbiolégica como fisicoquimica en la leche de cabra.
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RESUMEN

El uso de peliculas comestibles es una tecnologia para
alargar la vida util de los alimentos. La adicién de nanoparti-
culas de plata (AgNPs) podria mejorar el desempeno de peli-
culas comestibles y evitar el crecimiento de microorganismos
que podrian afectar a los alimentos. El objetivo fue elaborar
y caracterizar AgNPs mediante sintesis verde y evaluar el
efecto de su adicidn sobre las propiedades mecénicas y de
barrera de peliculas formadas a partir de proteina de Cajanus
cajany goma de la semilla de Tamarindus indica. Para la sinte-
sis de AgNPs se utilizé extracto acuoso de Annona muricata.
Tres diferentes formulaciones de peliculas se elaboraron las
cuales contenian AgNPs, extracto acuoso de guanabana y
agua (control). Las peliculas fueron evaluadas en términos de
su permeabilidad al vapor de agua (WVP), color, opacidad y
propiedades mecdnicas. Las AgNPs incrementaron el doble
el médulo de Young de las peliculas (0.0675 MPa) y la fuerza
de tensién (2.84 MPa) con respecto al control. Ademads, las
AgNPs influyeron estadisticamente en el color y opacidad
de la pelicula. Sin embargo, no se observaron diferencias en
la PVA. La adicion de AgNPs a recubrimientos podria ser una
opcion para incrementar la vida atil de alimentos.
Palabras clave: Cajanus cajan, nanoparticulas de plata,
goma de tamarindo.

ABSTRACT

The use of edible films is a technology to extend
the shelf life of food. The addition of silver nanoparticles
(AgNPs) could improve the performance of edible films and
avoid the growth of microorganisms that could affect food.
The objective was to elaborate and characterize AgNPs by
green synthesis and to evaluate the effect of their addition
on the mechanical and barrier properties of films formed
from Cajanus cajan protein and Tamarindus indica seed gum.
An aqueous extract of Annona muricata leaves was used
for green synthesis. Three films were developed containing
AgNPs, aqueous extract of Annona muricata leaves and water
(control). Films were evaluated by their water vapour perme-
ability (WVP), color, opacity and mechanical properties. The
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Aceptado: 29 de julio de 2022

AgNPs increased two-fold the Young's module (0.0675 MPa)
and the tensile strength (2.84 MPa) in relation to control film.
Moreover, the AgNPs influenced also the color and opacity
of the films. However, no differences were observed in the
WVP. The addition of AgNPs to films, could be an option to
increase the shelf life of foods.

Keywords: Cajanus cajan, tamarind gum, silver nanoparti-
cles.

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, la utilizacion de materia-
les en la industria alimentaria elaborados a base de petréleo
es un problema ambiental grave. Por lo anterior, el uso de
recursos naturales biodegradables como las peliculas comes-
tibles para extender la vida util y la calidad de los alimentos
ha incrementado (Suput et al., 2015). Aunado a lo anterior,
aproximadamente del 20 al 30 % de los productos hortofru-
ticolas producidos en el mundo se pierde debido al deterioro
microbiolégico y fisioldgico (Salehi, 2020), por lo que el uso
de nuevas tecnologias que eviten o minimicen el deterioro
hoy en dia es un reto. Una de las tecnologias empleadas para
evitar el deterioro fisiol6gico y microbioldgico es el uso de
peliculas comestibles. Sin embargo, estas peliculas deben
de tener un comportamiento de barrera semipermeable a
gases como CO,, O,, etileno y al vapor de agua (Robles-Flores
et al., 2018), ademas de presentar propiedades mecanicas,
Opticas y antimicrobianas adecuadas para el producto en el
cual se aplicard (Mohamed et al., 2020). Estas propiedades
de las peliculas frecuentemente dependen de los materiales
utilizados para la formulacién. Por lo anterior, diversos auto-
res han adicionado diversos materiales: como compuestos
activos como antimicrobianos (Madera-Santana et al., 2019;
Nguyen et al., 2020), aceites esenciales (Xue et al, 2019) y
nanocompuestos (Osorio-Echavarria et al., 2017), entre otros.
En cuanto al uso de nanoparticulas de plata (AgNPs), diversos
trabajos han reportado la adicién de AgNPs a peliculas modi-
ficando sus propiedades. Bahrami et al. (2019) reportaron el
aumento en la elongacién, asi como el grosor de la pelicula,
ademas de mostrar la disminucion de la fuerza de traccion,
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la luminosidad y la PVA de peliculas a base de tragacanto/
hidroxipropil metil-celulosa/cera de abeja adicionada con
AgNPs (US Research nanomaterials, Inc) . Sin embargo, otros
estudios han reportado que la adiciéon de nanoparticulas de
cobre-plata (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) aumenta la
resistencia a la traccién y una disminucién en la elongacion,
asi como la disminucién de la luminosidad de la pelicula
(Arfat et al., 2017). Estas nanoparticulas son elaboradas
frecuentemente por sintesis quimica, sin embargo, pocos
trabajos han reportado el uso de nanoparticulas mediante
sintesis verde. El interés de las nanoparticulas cominmente
llamadas nanoparticulas verdes radica en que su proceso de
obtencion es de bajo costo, no requiere infraestructura es-
pecializada para la elaboracion, el proceso es amigable con
el medio ambiente y sobre todo que se han reportado con
actividad antimicrobiana (Jalab et al., 2021).

Debido a que no se ha reportado el efecto de AgNPs,
obtenidas mediante sintesis verde con extracto de Annona
muricata (guandbana), sobre las propiedades de peliculas, el
objetivo de este trabajo fue elaborar y caracterizar nanopar-
ticulas de plata mediante sintesis verde utilizando extracto
acuoso de hojas de guandbana y evaluar el efecto de su adi-
cién sobre las propiedades mecanicas y de barrera de pelicu-
las formadas a partir de proteina de Cajanus cajan (guandul)
y goma de la semilla de tamarindo (Tamarindus indica).

MATERIALES Y METODOS
Materias primas

Los granos de guandul se adquirieron en un mercado
de la ciudad de Tapachula, Chiapas, México y la proteina
se extrajo mediante la metodologia reportada por Robles-
Flores et al. (2018). La goma de semillas de tamarindo fue
obtenida a partir de semilla de Tamarindus indica adquiridas
en el mercado local (Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México), y se
obtuvo segun la metodologia reportada por Robles-Flores et
al. (2018).

Obtencion del extracto acuoso

Las hojas de guandbana fueron colectadas en la ciu-
dad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Las hojas fueron secadas
a la sombra a 40 °C hasta obtener una humedad de 10 %.
Posteriormente, las hojas secas fueron pulverizadas hasta
un tamano de particula de malla 60 (0.250 mm) y guardadas
en bolsas herméticas al vacio hasta su utilizacién. El extracto
acuoso se preparé usando la metodologia descrita por Chang
etal (2002).

Preparacion de las AgNPs

Las AgNPs fueron preparadas siguiendo la metodolo-
gia descrita por Ruiz-Romero et al. (2018). El coloide (sobre-
nadante) se almacené a 4 °C en oscuridad, hasta su posterior
uso.
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Contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante

Para la cuantificaciéon de fenoles totales y flavonoi-
des, el extracto acuoso se diluyd con agua tridestilada en
proporcién 1:5 viv (extracto:agua). Para la determinacién de
fenoles totales en el extracto acuoso y en las AgNPs, se usé
la metodologia reportada por Singleton et al. (1999). Para la
cuantificaciéon de flavonoides en el extracto acuoso y en las
AgNPs se usé el método colorimétrico de cloruro de aluminio
(Chang et al., 2002). Para la determinacion de la capacidad
antirradical del extracto acuoso se usé la metodologia repor-
tada por Zhao y Shah (2014).

Espectrofotometria de luz UV-visible

Las AgNPs fueron analizadas en un espectro (UV- vi-
sible) con un barrido de 300 a 700 nm en un espectrofoto-
metro Beckman coulter modelo DU 730 (Indianapolis, EU), a
intervalos de 5 nm y usando AgNO, como blanco.

Potencial zeta y dispersion dinamica de la luz (DLS)

La distribucién de tamario de las AgNPs y el potencial
zeta se analizaron utilizando un Nanotrac Wave Instrument
(Montgomeryville, PA, EU). Las mediciones se realizaron me-
diante la técnica de dispersién dinamica de la luzen un rango
de 0.1 - 1000 mm a 25 °C, con una longitud de onda del laser
de 780 nm y un angulo de dispersién de 90 °. Los datos de
DLS se analizaron mediante el software operativo Microtrac
FLEX (Montgomeryville, PA, EU).

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para el registro de las microfotografias se utilizé un
microscopio electrénico de barrido (MEB), modelo JEOL-
6010LA (Massachusetts, EU), con un voltaje de 10 kV con
una magnificaciéon de 100.00 kx utilizando un detector de
electrones secundarios (SEl). Después de tomar las imagenes
con el MEB, se procedié a ejecutar un barrido de haz de elec-
trones y se registraron espectrografias y la distribucion de los
elementos quimicos identificados con el detector de energia
dispersa (EDS).

Formulacion de las peliculas

Los recubrimientos fueron formulados segun la
metodologia reportada por Robles-Flores et al. (2018) con
modificaciones. Tres formulaciones fueron probadas como
se presentan en la Tabla 1.

Caracterizacion de las peliculas

Antes de realizar las determinaciones, las peliculas
fueron estabilizadas a 25 °C y una humedad relativa (HR)
de 53 % durante 48 h. Esta HR fue proporcionado con una
solucién saturada de Mg(Nog)z.

Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de la pelicula
se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por ASTM
E96M-16 (2016).
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Tabla 1. Formulacion de peliculas.
Table 1. Films formulation.

Goma

) Alslad? de Tan.mr'mdus Glicerol Extracto  AgNPs

Pelicula proteina indica (g/100 dL (% VIv) (% vIv)
(g/dLdesfp) (g/dLde  desfp) °
sfp)

TE 10 1 5.5 25 -
TN 10 1 55 - 25
T 10 1 55 - -

Sfp = Solucién formadora de pelicula.
T es la pelicula control, TE es la pelicula con extracto de Annona muricata'y
TN es la pelicula con AgNPs.

Opacidad

La opacidad se determiné colocando una lamina de la
pelicula de 4 x 1 cm? dentro de una celda espectrofotométri-
ca, asegurando que laldmina cubriera completamente la cara
de la celda, y se realizé un barrido a lo largo del rango visible
(400 - 800 nm) empleando un espectrofotometro Beckman
coulter modelo DU 730 (California, EU). La opacidad se repor-
té como el 4rea bajo la curva como unidades de absorbancia
en funcién del espesor de la pelicula (mm™).

Color

El color de las peliculas fue medido utilizando un co-
lorimetro portatil Konica minolta modelo CM-2500d (Tokio,
Japon) por triplicado, segun la escala CIE- Lab.
Textura

La fuerza de tension, elongacion y médulo de Young
de las peliculas se determinaron empleando un texturéme-
tro Stable Micro Systems modelo TAXT. plus (Godalming,
UK) con una apertura de 30 mm, velocidad de 30 mm/miny
deformacién del 80 %.

Microscopia electronica de barrido (MEB) de las peliculas

Para el registro de las microfotografias de las peliculas
se utilizd un microscopio electrénico de barrido (SEM), mo-
delo JEOL-6010LA (Massachusetts, EU), con un voltaje de 10
kV con una magnificacion de 120x y 600x.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion de AgNPs

La formacién de las AgNPs usando extracto de hoja de
guandbana se demostré con un cambié en la coloracion de la
mezcla de amarillo claro a amarillo obscuro. Este cambio de
coloracion es indicativo de la reduccién de los compuestos
fendlicos del extracto y ha sido reportado por otros autores
( Santhosh et al, 2015; Gavamukulya et al., 2020). Segun
John et al. (2017) el principal mecanismo en la sintesis de
las nanoparticulas es la 6xido-reduccion. Ellos muestran un
posible mecanismo de accion para la formaciéon de las AgNPs
en los cuales los antioxidantes polifendlicos actian como los
agentes reductores en la sintesis verde de las nanoparticulas.

El cambio de color del extracto después de la sinte-
sis de las AgNPs es debido al fendmeno de resonancia del
plasmén superficial (Cardefo y Londofo, 2014). Martinez

et al. (2015) describen a la resonancia plasménica como un
fendmeno en el que los electrones en la superficie de una
nanoparticula metalica oscilan al interactuar con una onda
electromagnética, induciendo un momento dipolar sobre la
particula en un intervalo de tiempo determinado. Cuando
el componente eléctrico de la onda electromagnética que
incide sobre la nanoparticula oscila a la misma frecuencia
que los electrones de esta, ocurre el fenomeno de resonan-
cia de plasmoén de superficie. Lo anterior fue identificado en
las muestras de solucion de plata y extracto de guandbana
mediante un barrido espectrofotométrico de 300 a 700 nm,
en donde fue posible registrar el efecto plasmén de la plata
en la regidon de 470 nm (Figura 1a). En este sentido, el posible
mecanismo de reduccién del i6n Ag* por los compuestos
fendlicos en el extracto acuoso de guanabana, implica la
ionizacion de polifenoles y la transferencia de un electrén
al ion Ag*. Entonces, el ibn Ag* podria ser reducido a Ag°
(AgNPs) por accién de los compuestos bioactivos (fenoles y
flavonoides). Los polifenoles entonces podrian actuar como
antioxidantes, preservando a las nanoparticulas (Erdogan
et al., 2019). En este sentido, nuestros resultados son con-
sistentes con los reportados por Ledn-Jimenez et al. (2019)
quienes encontraron que la formacion de nanoparticulas
podria deberse a grupos carboxilo de aminoacidos, proteinas
y compuestos fendlicos que tienen la capacidad de reducir
los iones metdlicos y actuar como agentes de estabilizantes
del complejo que se forma (Valdez-Salas et al., 2020).

Microscopia Electrénica de Barrido de las AgNPs y anali-
sis de EDS

En la Figura 1b, se muestra la microfotografia de las
nanoparticulas a magnificaciones de 100 kx. En esta Figura
se observan nanoparticulas irregulares y aglomeradas. Esto
podria ser debido a que en la sintesis verde no se puede con-
trolar el tamaio, forma, ni distribucion de las nanoparticulas
como lo reportado por Anandan et al. (2019). La espectrosco-
pia de energia dispersa (Figura 1c) proporcioné informacion
en cuanto a la composicion elemental de la muestra analiza-
da, con lo cual se determiné una composicién media masica
de las AgNPs de 9.76 % de carbono, 2.84 % de oxigeno, 46.97
desilicio, 1.68 % de cloro y 38.72 % de plata, confirmando asi
la sintesis. El pico de sefal a 3 keV corresponde a las AgNPs
debido a la resonancia de plasmoén superficial (Tamilarasi y
Meena, 2020). La presencia del Si es probable que provenga
de contenido mineral del tejido vegetal de acuerdo a las con-
diciones de cultivo o crecimiento de la planta. Similares re-
sultados fueron reportados previamente por Femi-Adepoju
etal.(2019) y Valdez-Salas et al. (2020), quienes observaron la
presencia de Siy otros elementos que sirven como estabiliza-
dores organicos de la nanoparticulas y su presencia respon-
de de las condiciones de cultivo de las plantas. Los resultados
obtenidos mediante la técnica de dispersién dinamica de la
luz (DLS) indican que las nanoparticulas presentaron una po-
laridad negativa y presentaron una conductividad promedio
de 1332 pS /cm, un tamano promedio de las nanoparticulas
de 64.6 nmy un potencial zeta de 29.1 mV. El potencial zeta es
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Figura 1. a) Espectro UV - Visible de extracto de guanabana (circulos) y AgNPs (triangulos), b) Microfotogra-
fia de AgNPs y c) Andlisis quimico de la espectroscopia de energia dispersa (EDS) de AgNPs sintetizadas con

extracto acuoso de Annona muricata.

Figure 1. a) UV - Visible spectrum of soursop extract (circles) and AgNPs (triangles), b) AgNPs Micropho-
tograph, and c) Chemical analysis of dispersed energy spectroscopy of AgNPs synthesized with Annona

muricata aqueous extract.

un parametro fundamental que nos indica la interaccién de
la particulas en suspensién en una solucién coloidal, las fuer-
zas de repulsién entre ellas producen suspensiones estables,
mientras que cuando no hay repulsién entre las particulas
se produce la aglomeracién y por lo tanto la sedimentacion
de aglomerados. Para que esto no suceda, el potencial zeta
debe ser mayor a + 30 mV o menor a - 30 mV para tener esta-
bilidad coloidal segin Emil y Gautam (2019). Los valores aqui
reportados para nuestras AgNPs indican que hay repulsion
entre las particulas en suspension, sin embargo, se observa
que empieza a ver aglomeracién entre las nanoparticulas.

Contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante del extracto acuoso y nanoparticulas

En la Tabla 2 se presenta la caracterizacién del extrac-
to acuoso y AgNPs. En esta Tabla 2 se puede observar que
no hay diferencia estadistica significativa en el contenido de
fenoles totales y flavonoides. Estos resultados son menores
a los reportados por Vergara Sotomayor et al. (2018) quienes
obtuvieron 523.34 ug EAG/mL en fenoles totales y 0.76 ug
EQ/mL en flavonoides en extracto acuoso de hojas de gua-
nabana. Pero similar a lo reportado por Poma et al. (2011)
quienes reportaron una concentracién de 3.167 ug EQ/mLen
hojas de guandbana. En cuanto a la actividad antioxidante
del extracto acuoso fue de 69.08 %. La presencia de antioxi-
dantes producidos por las plantas pueden inhibir o retrasar el
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proceso de oxidacién, actuando como captadores de radica-
les libres en los sitemas bioldgicos, dado a que se producen
de forma natural, el riesgo de efectos secundarios es menor
(Akhtar et al., 2022). Es por ello que al tener una mayor acti-
vidad antioxidante en el extracto vegetal podria ser mayor la
inibicidn o el retraso en el estrés oxidativo celular.

Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Los resultados mostraron que la PVA no fue afectada
estadisticamente (p < 0.05) con la adicion del extracto ni con
las nanoparticulas (Tabla 3). Estos valores de permeabilidad
son probablemente debido a la naturaleza hidrofilica de los

Tabla 2. Contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante
de extracto acuoso de Annona muricata'y AgNPs.

Table 2. Total phenols content, flavonoids and antioxidant activity of Anno-
na muricata aqueous extract and AgNPs.

Fenoles totales Flavonoides Actividad
1g EAG/mL 1g EQ/mL antioxidante (%)
Extracto 3553100184 0020400002  69.0864 +0.1769°
acuoso
AgNPs 0.3833+0.0072°  0.0238 + 0.0031° ND
DMS 0.0602 0.0097

ND= no determinado.
Letras minusculas similares en una columna indican que no hay diferencia
estadistica entre los tratamientos.
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Tabla 3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA), luminosidad (L*), valor b*, valor a*, opacidad, fuerza de estrés, elongacién, y modulo de Young de peliculas

obtenidas con diferentes formulaciones.

Table 3. Water vapour permeability (WVP), luminosity (L*), b* value, a* value, opacity, stress force, elongation, and Young module of films obtained with

different formulations.

- PVA (g mm o o o Opacidad Fuerza de Y2 (0 Médulo de Young
Pelicula h' kPa'm?) L b a () tension (MPa) Elongacion (%) (MPa)
T 504+0.15° 6044+034 272+476° -292+005 417034 1.477 +0.1496° 452093 £5.219°  0.0331 +0.0054°
TE 5.04+0.35  55.14+1.26° 2978+034° -211+0.1° 4.15+0.14° 29812+0.1756° 44.5993 +4.8309°  0.0673 +0.0067"
TN 532+0.17*  39.46+0.66° 24.49+0.54° 292 +0.1¢ 6.54+0.38>  2.8459+0.2083" 42.3521 +4.802* 0.0675 + 0.0036"
DMS 0.4911 1.6974 5.55 0.1828 0.6156 0.2015 5.5636 0.0061

Letras minusculas similares en una columna indican que no hay diferencia estadistica entre los tratamientos. T es la pelicula control, TE es la pelicula con

extracto de Annona muricata y TN es la pelicula con AgNPs.

componentes de las formulaciones como el glicerol debido
a sus grupos funcionales (-OH). Estos valores de PVA fueron
mas elevados con lo reportados por Robles-Flores et al.
(2018), quienes mostraron valores de 1.98 a 3.76 quienes
usaron goma de C. cajan, esta diferencia puede deberse a
que la goma usada en este trabajo fue de T. indica, la cual ha
sido catalogada como un agente emulsionante aunado con
el glicerol, pueden interaccionar con las moléculas de agua
e hidratar la pelicula para posteriormente difundir el agua
a través de la matriz de la pelicula (Yamatoya et al., 2020;
Gahruie et al., 2022), ademas, de la existencia de posibles
grietas en la estructura de la pelicula.

Apariencia, color y opacidad de las peliculas

La pelicula TN con AgNPs presentd una coloracién
marrén oscuro mientras que las peliculas Ty TE presentaron
un color café claro. Este cambio de coloracién se pudo deber
probablemente a la interaccién de compuestos fendlicos
“libres” (aun en el coloide de las AgQNPs) con los componentes
de las peliculas (proteina y goma). En la Tabla 3 se muestran
los resultados de la evaluacién de color y opacidad de las pe-
liculas. Los valores de luminosidad variaron de 39.46 a 60.44,
mientras que los valores de “a” fueron de - 2.11 a 2.92 y los
valores de “b" oscilaron entre los 24.49 a 29.78, para todas las
peliculas. Con respecto a la luminosidad (L) y el parametro
“a" se observd que las peliculas fueron estadisticamente
diferentes. La luminosidad de las peliculas disminuyd con la
adicién de extracto de guanabana y de AgNPs, provocando
el incremento de la opacidad de las mismas con respecto a
las peliculas sin extracto ni nanoparticulas. Con respecto a
la opacidad, los valores variaron de 4.15 para las peliculas
sin extracto y sin nanoparticulas hasta un valor de 6.54 mm"
para las peliculas con nanoparticulas. Esto puede deberse
a que en la sintesis de las nanoparticulas pudieron haber
quedado iones Ag* libres los cuales pudieron haber reducido
o reaccionado con los componentes de la proteina, asi como
de lagoma de tamarindo. Ledezma et al. (2014) mencionaron
que los azucares reductores y fenoles presentes en los extrac-
tos pueden actuar como agentes reductores para la sintesis
de nanoparticulas.

Estructura y propiedades mecanicas

Los resultados de las propiedades mecanicas se
pueden apreciar en la Tabla 3. Nuestros valores de fuerza de
tension (entre 1.477 y 2.981 MPa) fueron mas bajos que los
reportados por Cano et al. (2016) quienes reportaron valores
de entre 18.3 y 30.7 MPa para peliculas elaboradas con poli-
vinil-alcohol, almidén y AgNPs a diferentes concentraciones.
Ellos atribuyen esta fuerza de tension a la absorcién de la
plata a las cadenas poliméricas mediante interacciones de
Van der Waals con los grupos —OH, asi como a la carga parcial
positiva en la superficie de las AgNPs.

La adicién de nanoparticulas incremento la fuerza de
tension de las peliculas. Sin embargo, este efecto no siempre
es el mismo. Bahrami et al. (2019) mencionaron que la incor-
poracién de nanoparticulas metalicas en las peliculas de bio-
polimeros puede disminuir la fuerza de tension de la pelicula
cuando los componentes de la misma no son compatibles.
Lo anterior debido a que no se crea una fuerte interaccion
entre las nanoparticulas y la matriz de los polimeros. Por lo
tanto, se puede concluir que el aumento a la fuerza de ten-
sion es por la interaccién quimica entre el aislado de proteina
y la goma de tamarindo, con el extracto vegetal y las AgNPs
junto con el glicerol aumentando la estructura de la red en
las peliculas formuladas. La deformacién o elongacién es un
pardmetro que muestra el porcentaje en el que un material
se puede alargar, los resultados muestran que no hubo di-
ferencia estadistica significativa entre las peliculas (Tabla 3).
Este resultado es interesante debido a que a pesar de que las
peliculas son mas resistentes, estas no perdieron elasticidad.
Las propiedades mecénicas de las peliculas elaboradas estan
estrechamente relacionadas con la distribucién y densidad
de las interacciones intermoleculares e intramoleculares en
las cadenas de polimeros en la matriz de la pelicula (Orsuwan
et al.,, 2016). El médulo de Young (E) segun Pérez-Gonzadlez
(2014) lo definen como “el pardametro caracteristico de cada
material que indica la relacidn existente entre los incremen-
tos de tension aplicados y los incrementos de deformacion
longitudinal unitaria producidos, indicando la rigidez de un
material: cuando mas rigido es un material mayor es su mo-
dulo de Young". Por lo tanto, los valores del médulo de Young
de las peliculas TE y TN fueron estadisticamente diferentes
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con respecto a la pelicula control T, como sucedié con la
fuerza de tension. Esto es probablemente debido a que estas
dos peliculas contienen mayor nimero de grupos hidroxilos
expuestos y disponibles para interactuar con el resto de los
componentes de la formulacion durante el reordenamiento a
lo largo del secado, permitiendo una pelicula mas compacta,
como lo reportado por Robles-Flores et al. (2018). Lo com-
pacto de las peliculas puede observarse en la Figura 2 donde
se aprecian las microfotografias que muestran la estructura
individual de las peliculas a 120x (Figuras 2a, 2c 'y 2e) y 600x
(Figuras 2b, 2d y 2f). En las microfotografias se pueden ob-
servar que las peliculas son lisas, homogéneas y compactas.

Figura 2. Microfotografia de la pelicula T a x120 (a) y x600 (b);
Microfotografia de la pelicula TE a x120 (c) y x600 (d); Microfotografia de la
pelicula TN a x120 (e) y x600 (f).

Figure 2. T- film Microphotograph at x120 (a) and x600 (b); TE- film
microphotograph at x120 (c) and x600 (d); TN- film microphotograph at
x120 (e) and x600 (f).

CONCLUSIONES

A partir del trabajo realizado se puede concluir que
el extracto acuoso de hojas de Annona muricata contiene
compuestos reductores de los iones plata permitiendo la
obtencion de AgNPs estables. Los resultados mostraron
que el extracto vegetal y las AgNPs refuerzan la estructura
mecanica de las peliculas sin detrimento de sus propiedades
de barrera al vapor de agua. Sin embargo, la adicién de las
AgNPs tuvo un efecto negativo en el color, por lo cual es
necesario realizar mas pruebas para la eliminacién del oscu-
recimiento de las peliculas. Finalmente, la adicion de AgNPs
obtenidas mediante sintesis verde en las peliculas puede de-
sarrollar caracteristicas mecdanicas y de barrera prometedoras
para el empleo de peliculas preformadas usandolas como

B
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empagques de algun alimento en especifico. Sin embargo, se
recomienda realizar estudios dirigidos a probar la toxicidad
de las peliculas con AgNPs sintetizadas y estudios sobre su
actividad antimicrobiana, como un paso posterior hacia la
utilizacién de estas peliculas con nanoparticulas en la con-
servacion de alimentos.
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RESUMEN

En este trabajo se elaboraron peliculas comestibles
(PCs) a base de quitosano (Q), agar (A) y tomillo (T), en cuatro
diferentes formulaciones (Q, A, QA y QAT). A las PCs se les
evaluaron propiedades mecanicas (tension y elongacién a
la ruptura), propiedades estructurales (espectroscopia de in-
frarrojo por FTIR), propiedades térmicas (analisis termogravi-
métrico), propiedades de transporte (permeabilidad al vapor
de agua) y andlisis morfoldgico (microscopia electronica de
barrido). Las PCs de QA y QAT destacaron por su resistencia
a la tension, transparencia, velocidad de transmision al vapor
de agua y permeancia, asi como la mayor capacidad antio-
xidante. Se evalu6 el efecto de la aplicacion de los recubri-
mientos comestibles (RCs) de QA y QAT en la calidad de frutos
de aguacate “Hass” durante 13 dias de almacenamiento a 25
°C. Se evaluaron periédicamente en los frutos las variables de
pérdida de peso, tasa de respiracion, produccion de etileno,
apariencia visual y pudriciones. La aplicacion de los RCs al fru-
to redujo su pérdida de peso y extendié su vida de anaquel.
Los RCs les confirieron a los frutos una barrera al vapor de
agua, reduciendo la pérdida de peso en 40%. Asi mismo, se
disminuy¢ la incidencia de pudriciones de los frutos.
Palabras clave: Recubrimientos comestibles, quitosano,
tomillo, peliculas, vida de anaquel.

ABSTRACT

In this work, edible films (PCs) based on chitosan (Q),
agar (A) and thyme oil (T) were prepared in four different
formulations (Q, A, QA and QAT), and their mechanical pro-
perties (tension and elongation at break) and water vapor
permeability were evaluated. Infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA) and scanning electron
microscopy (SEM) were also performed. The QA and QAT
PCs stood out for their tensile strength, transparency, water
vapor transmission rate and permeance, as well as the hig-
hest antioxidant activity. The effect of the application of the
edible coatings (RCs) of QA and QAT on the quality of ‘Hass’
avocado fruit was evaluated during 13 d of storage at 25 °C.
The following variables were evaluated periodically: weight
loss, respiration rate, ethylene production, visual appearance,
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and rotting. The application of RCs to the fruit reduced their
weight loss and extended their shelf life. The RCs gave the
fruit a barrier to water vapor, reducing weight loss by 40 with
respect to the control. In addition, the incidence of fruit rots
was reduced.

Keyword: Edible coatings, chitosan, thyme, films, shelf-life.

INTRODUCCION

México es el principal pais productor de aguacate a
nivel mundial, con un volumen de produccién de 206,466 t
en el ciclo 2019/2020 (SAGARPA, 2020), cubriendo una super-
ficie de 241,140 ha. El principal cultivar es ‘Hass, con el 89%
de la produccion. El aguacate (Persea americana Mill.) es un
fruto con excelente sabor y textura. Ademas, el aguacate es
rico en vitamina E, acido ascorbico, vitamina B, [3-caroteno
y potasio (Arpaia, 2009); lo que lo convierte en un fruto con
alto valor nutricional y sabor.

El aguacate es un fruto climatérico que madura des-
pués de cosechado y de alta tasa metabdlica con una vida
de anaquel corta, completando su madurezentre 5a 7 dias a
25 °C después de la cosecha (Kader y Arpaia, 1999). La aplica-
cién de recubrimientos comestibles (RCs) o biodegradables
es un método para extender la vida de almacenamiento del
aguacate.

Las peliculas comestibles (PCs) son una capa fina que
se puede utilizar como envase, las cuales al aplicarse sobre
los alimentos de interés mediante la inmersién o aspersion
forman los RCs; los componentes se formulan en solucién
como lipidos, proteinas, carbohidratos o mezclas de estos
(Ramos-Garcia et al., 2010). Un recubrimiento comestible
(RC) se puede definir como una matriz polimérica, que forma
un recubrimiento alrededor del alimento y forma un meca-
nismo de barrera entre el fruto o vegetal y el ambiente. La
aplicaciéon de RCs permite alargar la vida atil durante el al-
macenamiento al reducir las pérdidas de humedad y retardar
la maduracién de los frutos, ya que actian como barrera al
intercambio gaseoso (Maftoonazed y Ramaswamy, 2005).
Los RCs también se utilizan para mejorar la integridad o pro-
teccion de los frutos frente a la manipulacion y para aportar
brillo a la fruta. Biopolimeros a base de almidén, quitosano,
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alginato, agar, etc.; en forma de peliculas comestibles (PCs)
o de RCs se han empleado como alternativa postcosecha de
frutos, lo cual es una opcién de envase primario ecoldgico y
que no causa dano al medio ambiente por sus caracteristicas
de biodegradabilidad.

El agar (A) es un polisacarido extraido de las algas
rojas (Gracilaria, Gelidium y Pterocladia), el cual se compone
de residuos alternados de D- y L-galactosa, con enlaces 3-1,3
and a-1,4, respectivamente (Campa-Siqueiros et al., 2020).
Este biopolimero es biodegradable y biocompatible; ade-
mas, posee la capacidad de producir peliculas; para ello, la
adicion de un plastificante es muy recomendable porque las
peliculas de agar muestran alta resistencia mecdanica, aunque
con caracteristica elastica (flexibilidad) limitada (Kanmani y
Rhim, 2014).

Otro compuesto utilizado en los RCs es el quitosano
(Q), el cual es un polisacérido lineal compuesto de glucosa-
mina y unidades N-acetil-glucosamina unidas por enlaces
B-(1-4) glucosidico. Es obtenido por desacetilacion alcalina
de la quitina proveniente de crustaceos (Vargas et al., 2006).
Dependiendo del origen de extraccién y las condiciones de
extraccion y desacetilacion de la quitina, da como resultado
el grado de acetilacion y peso molecular del compuesto. La
solubilidad, pK, viscosidad, capacidad de gelificacion, entre
otras propiedades depende de estos parametros (Peniche
et al., 2008). El Q es biocompatible, biodegradable y es un
material no téxico. También tiene otras propiedades biolo-
gicas, como capacidad de cicatrizar heridas y actividad an-
timicrobiana. Buena capacidad de formar peliculas y puede
ser procesada en fibras, geles, microesferas, microcapsulas y
micro-nanoparticulas (Santos-Lépez et al., 2017; Goycolea et
al., 2009). El Q es soluble en la mayoria de las soluciones de
acidos organicos (acido acético, acido lactico y acido formi-
co) (Badawi y Rabea, 2011). Una caracteristica del Q es que
presenta una actividad antimicrobiana de amplio espectro
contra bacterias, mohos y levaduras. Diversos autores men-
cionan que su actividad antimicrobiana depende de varios
factores, como es el peso molecular, grado de desacetilacion,
solubilidad, densidad de carga positiva, modificaciéon quimi-
ca, pH, concentracién, caracteristica hidrofilica o hidrofébica,
capacidad quelante y tipo de microorganismo (Badawi y
Rabea, 2011; Liu et al., 2020).

Diversos estudios han reportado la aplicacién de acei-
tes esenciales o compuestos volatiles en los RCs, sefialando
que éstos dan buenos resultados en cuanto extender la vida
de anaquel y mejorar la calidad de los frutos en postcosecha
(Sellamuthu et al., 2013; Al-Tayyar et al., 2020; Pandey et al.,
2022). Entre éstos se encuentra el aceite de tomillo (Thymus
vulgaris), el cual ha sido utilizado en RCs. Esta constituido
principalmente por fenoles monoterpénicos, como timol,
carvacrol, p-cimeno, B-terpineno, limoneno, borneol y linalol.
Se ha reportado que el aceite esencial de tomillo es uno de
los aceites esenciales con buenas propiedades antimicrobia-
nas, siendo el timol y carvacrol los componentes mas activos
contra multiples patdégenos transmitidos por alimentos
(Altiok et al., 2010; Sellamuthu et al., 2013). También se ha

publicado que este compuesto inhibe la germinacion de
esporas y el crecimiento y multiplicacién celular de bacterias
(Lopez-Ambrocio et al., 2016). Los RCs pueden ser un medio
para la incorporacién de compuestos antimicrobianos, como
son acidos orgdnicos, aceites esenciales, acidos grasos, ex-
tractos de semillas de plantas, enzimas y éxidos metélicos
han sido usado con efectos antimicrobianos (Kanhamani y
Rhim, 2014). Si bien los RCs de Q y aceites escenciales (Thy-
mus moroderi, Thymus piperella, cinnamon, clove, etc.) han
sido estudiandos para su aplicacion frutos frescos cortados
y para el recubrimiento de éstos, permitiendo la inhibicién
de microorganismos y una alta actividad antioxidante. Sin
embargo, no se tienen reportes en la literatura de la aplica-
cién de un sistema basado en Q, A y T, para recubrimiento
comestible de aguacate.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
las propiedades mecdnicas y fisicas de PCs a base de mezclas
de Agar (A), Quitosano-Agar (QA) y Quitosano-Agar-Tomillo
(QAT). Se espera que el agar en combinacién con quitosano
y tomillo pueda mejorar las propiedades mecanicas de la
pelicula comestible y mejorar la adhesion de los RCs con los
frutos de aguacate ‘Hass’ durante su almacenamiento a 25 °C,
asi como evaluar el efecto de los RCs en la calidad y vida de
anaquel de los frutos, con la finalidad de reducir las pérdidas
postcosecha.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El quitosano (Q) de peso molecular medio y grado
de acetilaciéon >75% fue adquirido de Sigma-Aldrich Inc. (St.
Louis, MO. USA). El agar (A) grado alimenticio se obtuvo de
Agarmex, S.A. (Ensenada, BC. México). El aceite esencial de
tomillo (T) grado alimenticio y de produccién nacional, se
obtuvo de Drogueria Cosmopolita, S.A. (Ciudad de México).
El material vegetal consistié en frutos de aguacate (Persea
americana Mill.) ‘Hass’ adquiridos en el mercado local (Her-
mosillo, México), en estado de madurez fisiologica, con un
color verde, tamano uniforme, y libre de defectos. Los frutos
se lavaron y desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
calcio (Ca(ClO),) a 200 ppm; posteriormente, se secaron y se
les aplicaron los recubrimientos.

Preparacion de soluciones y recubrimientos.

Se preparod la solucion acuosa de A al 1 % w/v, se di-
solvieron 3 g en 300 mL de agua destilada a una temperatura
de 60 °Cy en agitacion constante por 2 h. En una solucién
de acido acético al 1 % se disolvié el Q al 1 % p/v. Se prepard
una mezcla de 300 mL con las soluciones obtenidas con
anterioridad de Qy A en una proporcién 50:50 (QA). Ademas,
se prepar6 una mezcla de QAT en las mismas proporciones
de Qy A (50:50) y a esta solucion se le adiciond el aceite de
tomillo (1 % v/v).

Por el método de “casting” se prepararon las peliculas
comestibles (PCs), con las soluciones preparadas de estas
formulaciones (Q, A, QA y QAT). Las cuales se colocaron 80
mL de la solucién en recipientes de plastico y se secaron en
),
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una estufa hasta la evaporacion total del solvente (por 24 h
a 60 °C), y fueron mantenidas a 25 °Cy 24 % de HR para su
posterior evaluacion.

Caracterizacion de PCs

A las PCs obtenidas se les realizaron las siguientes
determinaciones:
Espesor. El espesor de las diferentes formulaciones de PCs
(Q A, QA y QAT) se midié utilizando un micrémetro Digital
Mitutoyo MDC-1"SB (Mitutoyo, Japdn) en tres zonas diferen-
tesy se calculé el valor medio.
Propiedades épticas. La transparencia de cada pelicula (PC)
se realizd por triplicado, utilizando un espectrofotometro
UV-visible Varian modelo Cary 50Bio (New London, USA) de
acuerdo con el procedimiento descrito por Fang et al. (2002).
El color de la superficie de la pelicula comestible se determi-
no con un colorimetro Minolta modelo CR300 (Tokio, Japén).
La escala utilizada fue la CIE-Lab y los parametros medidos
fueron: luminosidad (L*), los parametros de color a* (rojo a
verde), b* (amarillo a azul) y diferencia de color (AE).
Propiedades mecanicas. Las propiedades mecénicas de las
diferentes peliculas formuladas se determinaron mediante
el procedimiento de la norma ASTM D882-18, utilizando
probetas de 7 x 1 cm? El ensayo a la tensidn se realizé en un
texturémetro (Texture Technologies Corp., New York, USA),
empleando una velocidad de cabezal de 10 mm/min y la
distancia de separacién de mordazas fue de 30 mm. Se deter-
minaron tres parametros mecanicos en el estudio: esfuerzo
maximo, médulo de elasticidad y elongacion a la ruptura.
Espectroscopia de infrarrojo (FTIR). Se utilizaron muestras
delas PCsde A, Q, QA, QAT con una dimensionde 1 x 1 cm?,
espesor de 0.1 mm y se registraron los espectros de IR usan-
do un espectrometro FT-IR Thermo Scientific™ Nicolet iS-50
(Madison, WI. USA.), empleando la técnica reflectancia total
atenuada (ATR-Attenuated Total Reflection). En el caso del
aceite esencial de tomillo (T) este fue analizado en estado
liquido. Los espectros se registraron de 4000 a 650 cm™ con
una resolucién de 4 cm™, una velocidad de escaneo de 0.475
cm’'/s y 64 escaneos.
Analisis termogravimétrico (TGA). Las PCs fueron anali-
zadas con el equipo TGA-8000 de Perkin Elmer (Boston, MA.
USA). El rango de temperatura fue desde temperatura am-
biente (25 °C) hasta 700 °C, a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min bajo atmosfera de nitrégeno.
Velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA) y la
permeancia. La velocidad de transmisién del vapor de agua
(VTVA) y la permeancia al vapor de agua de las peliculas se
realizd por triplicado, de acuerdo con el método reportado
de la norma ASTM E96/E96M-16 (2016) con ligeras modifica-
ciones.
Determinacion de la capacidad antioxidante por el mé-
todo de DPPH. Para la extraccién de las peliculas, se siguié
la metodologia de Genskowsky et al. (2015), se pesé 0.2 g de
peliculay se adicioné metanol para ser extraida en un sonica-
dor Branson por 30 min para posteriormente ser cuantificada
por el método de DPPH. La capacidad antioxidante se midié
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siguiendo la metodologia de Brand-Williams et al. (1995). La
solucion del radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl) se
preparé disolviendo 2.5 mg del radical en 100 mL de metanol
puroy se ajusté hasta obtener una absorbancia de la mezcla
de 0.7 £ 0.02. Posteriormente, 20 pL de extracto se mezclaron
con 280 pL de la solucién del radical y después de un tiempo
de incubacion de 30 min a temperatura ambiente y en la
oscuridad, se midid la absorbancia a 515 nm en un lector de
microplacas. Los resultados se expresaron en miligramos de
equivalentes Trolox por 100 g de pelicula (mg ET/100 g) con
base a una curva de calibracién de Trolox (0.02 - 0.25 mg/mL).

Aplicacion de los recubrimientos a los frutos

Los frutos de aguacate seleccionados, lavados y
secados se dividieron en tres lotes de 30 frutos cada uno,
que corresponden a frutos Control (sin recubrimiento) y dos
tratamientos de RCs (QA y QAT). Se colocaron en bandejas
de plastico previamente desinfectadas. Después los frutos
se recubrieron mediante inmersién en las soluciones de QA
y QAT, se dejaron escurrir y secar por aproximadamente 1 h
a temperatura ambiente. Posteriormente, los frutos se alma-
cenaron durante 13 d a 25 °Cy 60 % de H.R., simulando el
tiempo de comercializacién.

Evaluacion de los frutos con recubrimiento comestible
Pérdida de peso. Se registro el peso inicial de cada fruto
en una balanza digital Ohaus (Modelo Scout Pro, NJ, USA) y
se realizé un seguimiento diario de esta variable durante el
almacenamiento de los frutos. Los resultados se expresaron
como el porcentaje del peso perdido. Esta variable se evalué
en 16 frutos por tratamiento.

Tasa de respiracion y produccién de etileno. En un sistema
cerrado, se colocd el fruto en frascos de plastico (1.6 L), los
cuales se cerraron herméticamente y se incubaron durante
30 min a una temperatura de 20 °C. Se tomé 1 mL de muestra
de espacio de cabeza empleando una jeringa hipodérmica
y se inyectd a un cromatdgrafo de gases Varian Star 3400
Cx acondicionado con un detector de ionizacion de flama
(FID) y una columna Hayasep N80/100 (2 m X 3.17 mm de
didmetro interno, Supelco, Inc.) acoplado a un detector de
conductividad térmica (para CO,) y un detector de ionizacion
de flama (para Etileno). Las condiciones del equipo fueron:
temperatura de inyeccién de 100 °C, temperatura de con-
ductividad térmica de 170 °Cy para el detector de ionizacion
de flama de 120 °C. El area de la muestra se compard con
estandares conocidos y se calculé la tasa de produccion de
CO, y etileno, que se reporta en mL CO, kg'h' y uL etileno
kg™ h7, respectivamente.

Evaluacién subjetiva de pudriciones. Para la evaluacién
de pudriciones en la superficie del fruto se usé una escala
subjetiva propuesta en el Manual Internacional de calidad
de aguacate (Arpaia, 2009), que comprende valores de 0 a
1, donde 0 = sin pudricién (0 %) y 1 = con pudricién (> 0 %).
La pudricién de la zona del pedunculo se evalué utilizando
la misma escala subjetiva (Arpaia, 2009), que comprende
valores de 0 a 3, donde 0 = sin dafo, 1 = dafo ligero (10 %),
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1.5 (15 %), 2 = dafio moderado (25 %) y 3 = dafo severo (< 50
%). Se usaron 15 frutos por tratamiento.

Analisis estadistico. Los datos se analizaron con el andlisis
de la varianza (ANOVA) con un diseno completamente al
azar, para el caso de pérdida de peso, tasa de respiraciéon y
produccion de etileno. Cuando hubo significancia, se efectué
comparaciéon de medias por la prueba de rangos multiples
de Tukey, con un nivel de significancia de (p < 0.05). Todos los
datos fueron procesados en el programa NCSS-9 Statistical
Software 2017 (Kaysville, UT. USA). Las pruebas mecanicas de
las peliculas se analizaron con el programa Microcal Origin
version 8.0 de Microcal Software.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las PCs
Propiedades épticas

Con respecto a las propiedades épticas, las mezclas de
QA y QAT no mostraron diferencias significativas en los valo-
res de L* a*y b* Comportamiento similar fue observado en
el pardmetro AE con valores de 10.34y 9.89, lo cual indica que
la adicion de Tomillo no cambid el color de las PCs (Tabla 1).
La PC de A fue transparente, sin color, mientras que las peli-
culas de Q fueron menos transparentes, con ligera coloracién
amarilla. En lo que respecta a las PCs de QA y QAT, éstas no
presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en los valores
de L* b*y AE*. Respecto al AE*, las PCs presentaron valores
de 8.3 a 10.42, presentando un valor mayor las PCs de Q, QA
y QAT con valores de 10.42, 10.34 y 9.89, respectivamente,
respecto a la PC de A.

La transparencia en la pelicula de Q fue superior al de
las otras tres peliculas (A, QA y QAT) que incluyeron agar en
su formulacién, se puede atribuir a que el agar es ligeramen-
te opaco (Tabla 1).

La menor transparencia la presenté la PC de QAT lo
cual puede deberse a que la adicion de aceite de tomillo
produjo que la PC tuviera poca opacidad. Esto coincide con
lo reportado en algunas investigaciones, donde la adicién de
aceites esenciales a la matriz polimérica aumenta la opacidad
de las mismas (Altiok et al., 2010). Lo anterior se atribuye a la
dispersién de las gotas de aceite en la matriz polimérica.
Propiedades mecanicas. En la Tabla 2 podemos observar
los resultados de las pruebas mecanicas a tension de las PCs
de quitosanoy sus formulaciones. Respecto al esfuerzo maxi-
mo, se puede sefalar que las PCs de Q y QAT presentaron
los valores mayores a 100 MPa (p < 0.05). Similares resultados
son reportados por Escarcega-Galaz et al., (2018) para PC de

Tabla 2. Propiedades mecanicas de las peliculas comestibles formuladas*.
Table 2. Mechanical properties of the formulated edible films*.

Tratamiento Esfuerzo Elongacion a Médulo de
maximo (MPa) laruptura (%) elasticidad (MPa)
Quitosano (Q) 100.6 + 8.6*° 5.12+0.88° 3131.9+152°
Agar (A) 74.6 £8.1° 6.42 +0.89° 2309.8 + 153°
QA 79.8 £8.6* 5.22 +0.96° 3304.1 + 164°
QAT 119.7 £ 10.5° 6.15+1.072 35228+ 167°

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T = Tomillo. Media + desviacion estdndar;
"Literales diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p <
0.05).

quitosano puro con valores de 101 MPa, 4.73 % y 3834 MPa
de esfuerzo maximo, elongacion a la ruptura y moédulo de
elasticidad, respectivamente.

En la PC de QAT, la presencia del aceite de tomillo
incremento el esfuerzo maximo de la PC, aun cuando se
trata de un aceite que se incorporo a la matriz de QA. Esto es
particularmente importante, debido a que la incorporacién
de aceites esenciales conduce a la formacién de peliculas de
estructura heterogénea, con discontinuidades producidas
por separaciéon de fases que comunmente se forman entre
los componentes las PCs (Altiok et al., 2010).

En lo que respecta a la elongacién a la ruptura de
las PCs formuladas, éstas no presentaron diferencias signi-
ficativas (p > 0.05) y presentaron valores en el rango de 5.1
a 6.4 %. Se ha reportado que las peliculas de Q suelen ser
rigidas, inflexibles y quebradizas, por lo que es necesario
mejorar sus propiedades con el uso de algun aditivo (Escar-
cega et al, 2018). Algunos autores reportan una mejora en
el % de elongacioén, con la adicién de aceites esenciales de
canela o de orégano en PCs a base de biopolimeros como
carboximetil celulosa y quitosano. La adicién de los aceites
esenciales en PCs en cantidades minimas pueden actuar en
los sistemas como agentes plastificantes, debido a que dis-
minuyen la fragilidad de la pelicula causada por las fuerzas
intermoleculares de los componentes (Bourtoom, 2008). Sin
embargo, al incrementar el contenido de aceites esenciales
o plastificantes, conduce a efectos de separacién de fases
(Madera-Santana et al., 2011), entrecruzamiento por enlaces
covalentes de la matriz biopolimérica y el aditivo (Noshirvani
etal., 2017). En este trabajo, la cantidad de aceite esencial de
tomillo (1 %) permitio la elaboracion de PCs basadasen Qy A
con buenas propiedades mecanicas, sin separacién de fases.

El mddulo de elasticidad estad relacionado con la
rigidez de las peliculas. Se observa que las PCs que contie-

Tabla 1. Propiedades 6pticas de las peliculas formuladas®.

Table 1. Optical properties of the formulated films*.

Tratamiento L* a* b* AE* Transparencia
A 89.01 +1.2° -0.54 £0.06° 2.38+0.12 8.13+£0.3° 1.48 £0.31°
Q 87.65 +0.3% -1.36 +£0.1%* 578 +1.0° 1042 +0.7° 1.98 + 0.06°
QA 87.60 = 0.6* -1.40£0.1° 5.62+0.3° 10.34+0.2° 1.56 +0.35°
QAT 87.62 + 0.6 -1.22+£0.1° 5.11+0.3° 9.89 +0.25° 1.11+0.132

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T =T omillo. Media + desviacion estdandar; "Literales diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
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nen Q se caracterizan por presentar los valores mayores de
modulo elastico, los cuales son superiores a los registrados
en la pelicula de A (p < 0.05). La pelicula QAT posee el mayor
valor promedio de moédulo de elasticidad, en comparacién
a las PCs formuladas, lo cual indica que la mezcla de los
componentes de esta pelicula presenta una sinergia que in-
dica buena cohesidn, sin separacion de fases, pero reduce en
cierto grado la flexibilidad de la pelicula. Sin embargo, dada
la aplicaciéon que se les pretende dar a las PCs como es de
recubrimientos de frutas y vegetales la formulacion de QAT
presenté buenas propiedades mecanicas en comparacion a
las demas formulaciones, ya que presento mayores valores
de esfuerzo maximo y elongacion a la ruptura. Es importante
sefalar que la elongacién es la deformacién del material, y se
considera que es un factor en la seleccion de las PCs, porque
representa la capacidad que posee la pelicula para absorber
y disipar el esfuerzo mecanico al que es sometida (Madera-
Santanaetal., 2011).

Velocidad de transmisiéon al vapor de agua (VTVA) y
permeancia. La VTVA de las PCs de QAT presenté mayores
valores (p<0.05), en comparacién con las demas PCs (Tabla
3). Estos resultados coinciden con lo reportado por Altiok et
al. (2010), quienes observaron un aumento de la VTVA de
las PC de Q con la adicién de aceite de tomillo, atribuyendo
dicho incremento a la formacion de estructuras de poros con
la adicidn de aceite de tomillo, como se observé en las micro-
grafias de MEB. Respecto a las PCs de A, Q y QA, mantuvieron
similares valores de VTVA.

Respecto a la permeancia, la PC de QAT presenté el
mayor valor de permeancia (p<0.05) (Tabla 3), lo cual nos
indica que la adicion de aceite de tomillo aumenta en 14.2
% el transporte del vapor de agua, en comparacién con la
PCde QA.

Capacidad antioxidante (DPPH)

En el presente estudio se encontré6 mayor capacidad
antioxidante en la PC de QAT, seguidas de las PCs de QA y
Q (Tabla 3). Algunos componentes de los aceites esenciales
como el timol'y carvacrol son compuestos arométicos, bioac-
tivos y presentan cierta actividad antioxidante.

Se ha reportado actividad antioxidante del quito-
sano y sus derivados (Kumar et al., 2020); asi mismo, se ha
reportado que los RCs a base de quitosano pueden reducir el
estrés oxidativo, reduciendo la produccién de ROS (Especies
Tabla 3. Valores de VTVA, permeancia y actividad antioxidante (DPPH) de

las peliculas formuladas*.
Table 3. WVTR, permeance and DPPH values of the formulated films*.

e T VTVA Permeancia DPPH
(g/m? h) (g/m>*hmmHg)  (mg ET/100 g)
A 42.57 £0.17° 2.52+0.01° 0.071 £ 0.022*
44.95 + 2.66° 2.66 +0.02°° 1.16 + 0.067°
QA 43.34 +£3.9% 246 £ 0.22° 1.19 +£0.022°
QAT 4819 +2.8° 2.81+0.16° 1.73 £0.043¢

Donde A = Agar, Q = Quitosano, T = Tomillo. *Literales diferentes en la
misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
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Reactivas al Oxigeno) a través de un aumento del sistema
de defensa antioxidante. Por ejemplo, frutos de nisperos
“loquat” con RC a base de quitosano/nano-silica tuvo una
reduccion de alrededor 35 %y 69 % en el contenido de O,y
H,0,, respectivamente (Adiletta et al., 2021). Los RCs de QAT
presentaron mayor actividad antioxidante, lo cual nos indica
que puede evitar el deterioro de la integridad celular y mejo-
rar el sistema de defensa del fruto.

Kumar et al. (2020) reportan que hay una mayor capa-
cidad antioxidante al incorporar aceite de tomillo a las PC de
Q, debido principalmente a los compuestos como el timol y
carvacrol.

Espectrometria de infrarrojo (FTIR)

Los espectros de IR de las PCs de Q se presentan en
la Figura 1, donde se pueden observar los espectros de los
grupos funcionales del Q. El Q es un copolimero aleatorio
derivado de la desacetilaciéon alcalina de la quitina, cuyos
componentes han mostrado las bandas caracteristicas entre
3300y 3200cm’, que corresponden al estiramiento del grupo
hidroxilo (O-H), asi como al estiramiento asimétrico y simétri-
co de enlaces N-H en el grupo amino secundario. La region
comprendida entre 2930 a 2870 cm™ se observan dos bandas
de absorcion moderada, que corresponden a las vibraciones
de tension (C-H) de los grupos -CH,-. Jakuboswka et al. (2020)
mencionan que en los espectros las bandas a 1631 y 1021
cm’' se atribuyen a la vibracién de estiramiento de C=0 en las
amidas (p. ej. banda amida I), mientras que la banda presente
a 1540 cm™ corresponde al doblamiento del enlace N-H en la
amida y grupo amino protonado (p. ej. ~(NH,), banda amida
amidall). En este estudio labanda de amida | y el estiramiento
del grupo C=0 se observé a 1650 cm™, mientras que a 1550
cm™ se observaron las sefiales de amida Il y el doblamiento
del enlace N-H, lo cual coincide con lo reportado por otros
autores (Rinaudo, 2006; Martinez-Robinson et al., 2022). Estas
bandas representan la estructura de N-acetil glucosamina,
el cual puede ser encontrado en quitosano puro con bajo
grado de desacetilacion (Escarcega et al., 2018).

En la Figura 1 se presenta el espectro del agar (A).
Kanmani y Rhim (2014) reportaron el espectro de agar, con
bandas caracteristicas en la region de 3354 cm™ a 771 cm™.
La banda caracteristica de absorcién a 3354 cm™ indica esti-
ramiento de grupos hidroxilo (OH), mientras que la ubicada
a 2925 cm™ es atribuida al estiramiento de CH, el cual es
asociado con un anillo de la galactosa con dtomos de metil-
hidrégeno. Labandaa 1642 cm™ es debido al estiramiento de
la vibraciéon de los péptidos conjugados formado por amida
(NH) y grupo acetona.

Después de mezclar a los dos biopolimeros, es posible
comparar si una mezcla fisica de los componentes presenta
alguna interaccion quimica, mediante el analisis de las ban-
das caracteristicas de los componentes en el espectro FTIR.
Estas bandas pueden resultar en la aparicion de nuevas o
cambios en las bandas existentes (Madera-Santana et al.,
2011). Respecto a las mezclas de QA y QAT, los espectros de
absorcion son muy similares. Esto indica que la incorporacion
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Figura 1. Espectros de infrarrojo de PCs de quitosano (Q), agar (A), quitosa-
no-agar (QA), quitosano-agar-tomillo (QAT) y aceite de tomillo.
Figure 1. FTIR spectra of chitosan films (Q), agar (A), chitosan-agar (QA), and
chitosan-agar-thyme (QAT).
de aceite de tomillo a la mezcla QA no presenté cambios es-
tructurales en la PC, por lo que no se observaron cambios en
la intensidad de las bandas y en el numero de onda. Altiok et
al. (2010) reportan en el espectro ATR-IR de aceite de tomillo
una banda del anillo de vibracion de timol y carvacrol a 804 y
811 cm, respectivamente. En el espectro del presente estu-
dio, solo la banda caracteristica del carvacrol fue observada
a 813 cm™, lo cual es una evidencia de la presencia de este
compuesto en el aceite de tomillo.

Andlisis termogravimétrico (TGA)

En el andlisis termogravimétrico de las peliculas de
QA y QAT, la descomposicidon se presenta en tres etapas
(Figura 2). La primera descomposicion corresponde a la libe-
racién del agua libre (5.5 a 10 %) o humedad (> 100 °C), la
incorporacion de aceite de tomillo no afecta la evaporacion
del agua. La segunda descomposicién se presenta con una
inflexion mas prolongada, que corresponde a la descom-
posicion de los biopolimeros en el intervalo de 185 - 310 °C
y una tercera y ultima descomposicién, entre 395 - 585 °C.
Esto coincide con Balau et al. (2004) reportan que las PC de
Q se descomponen en 2 etapas, la primera inicia a 180°C y
termina cerca de 300 °C, con un maximo descomposicion de
alrededor de los 255 °C. Esta descomposicion se atribuye a
un proceso que incluye la deshidratacién, depolimerizacion
y descomposicion de las unidades acetiladas y desacetiladas
de los polimeros. La ultima descomposicién inicia a los 540
°Cy probablemente se deba a los procesos termo-oxidativos
(Balau et al., 2004). Kanmani y Rhim (2014) reportaron que
las peliculas de A mostraron un segundo pico de degrada-
cién menos prolongado entre 220 - 250 °C. Ademds, se han
reportado tres etapas en la degradacion térmica del agar.
Estas etapas de degradacién térmica se observan a 90, 250
y 325 °C. La primera degradacién fue principalmente atri-
buida a la evaporacién del remanente de agua. La segunda
y tercera etapa es la degradacién que puede ser debida a la
descomposicion del glicerol (plastificante) y del biopolimero
de agar, respectivamente (Rhim et al., 2006). Similarmente,

Masa (%)
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Figura 2. Termogramas termogravimétricos (a) y derivada del analisis
termogravimétrico (DTG) (b) para las PCs de quitosano (Q), agar (A), quito-
sano-agar (QA) y quitosano-agar-tomillo (QAT).

Figure 2. Thermogravimetric thermograms (a) and derivative thermograv-
imetric analysis (DTG) (b) for chitosan (Q), Agar (A), chitosan-agar (QA), and
chitosan-agar-thyme (QAT) films.

Campa-Siqueiros et al. (2020) reporté la descomposicion
térmica de PC basadas en A, la cual presenta una primera
descomposicion térmica alrededor de los 260 °C y una se-
gunda a 452 °C. Altiok et al. (2010) mencionan que la primera
descomposicidn corresponde al efecto endotérmico atribui-
da a la evaporacién de los solventes (acido acético, etanol,
agua) usada en la preparacién de PC de Q. Mientras el efecto
exotérmico ocurre a alta temperatura, la cual es atribuida a la
descomposicion del polimero. Si bien, el Ay el Q tienen tem-
peraturas de descomposicion diferentes en las dos etapas, es
importante sefalar que los termogramas de las PCde Q, QA 'y
QAT, estos fueron muy similares. Lo anterior, nos permite ase-
verar que los componentes tienen una buena miscibilidad,
ya la temperatura de descomposicién se encuentra entre sus
componentes puros (Qy A).

)
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia superficial de las PCs se muestra en la
Figura3.EnlaPCde A (Figura 3a) y laQ (Figura 3b) se observa
que ambas peliculas presentan uniformidad en la superficie,
la cual presenta una superficie lisa y sin poros. La PC de QA
(Figura 3c) presenta una superficie homogénea, lo cual indi-
ca que tanto el Q como el A se mezclaron homogéneamente
a nivel de microdominios, ya que no se ven evidencias de
separacion de fases. No obstante, se observan algunas irre-
gularidades, como son los poros en la superficie, los cuales
se atribuyen a la evaporacion del solvente de la pelicula. La
adicion de aceite de tomillo a la PC de QAT produjo modifica-
ciones en la superficie, como son el aumento de la rugosidad
y opacidad (Figura 3d). En la superficie de esta PC se observa-
ban mds poros, en comparacion de QA; esto se puede deber
a la presencia de pequefas burbujas con la adicién de aceite
de tomillo. Los poros se pueden deber a la evaporacién del
solvente del quitosano (dcido acético) que posee una menor
presion de vapor, en comparacién con la del agua. Sin em-
bargo, las PCs muestran cierto grado de uniformidad, por lo
cual hace posible su uso como recubrimiento de alimentos.

Figura 3. Morfologia de la superficie de las peliculas formuladas a una
magnificacion de 500x: agar (a), Quitosano (b), QA (c) y QAT (d).

Figure 3. Surface morphology of formulated films at 500 x magnification:
agar (a), chitosan (b), chitosan-agar (c), and chitosan-agar-thyme (d).

Aplicacion de los recubrimientos y almacenamiento
Pérdida de peso, tasa de respiraciéon y produccion de
etileno de frutos de aguacate

La pérdida de peso fue aumentando gradualmente
durante el almacenamiento; a partir del dia 7 se observé que
los frutos control presentaron valores mayores (p < 0.05) res-
pecto a los frutos recubiertos. Los RCs de QA y QAT redujeron
un 40 % de pérdida de peso después de 13 dias a 25 °C de
almacenamiento, en comparacion al Control (Figura 4). Estas
diferencias significativas de pérdida de peso se atribuyen a
que los RCs forman una barrera en la superficie del fruto que
reduce la pérdida de agua por transpiracién y, por lo tanto,
pérdida de agua; ademas, limitan el intercambio de gases de
0,y CO, (Aguilar-Méndez et al., 2008).

30

Pérdida de peso (%)

Dias de almacenamiento (20°C)

Figura 4. Cambios en la pérdida de peso en frutos de aguacate con recubri-
mientos comestibles de QA y QAT, almacenados por 13 d a 25 °C.

Figure 4. Changes in avocado fruits weight loss with QA and QAT edible
coating stored for 13 d at 25 °C.

Respecto a la tasa de respiracién, los aguacates
Control y con RCs presentaron una disminucién de la tasa
de respiracién durante su almacenamiento al décimo dia a
25 °C (Figura 5), sin presentar diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05). Con excepcion de los frutos QAT,
los cuales presentaron un pico de produccién al dia 2 de
almacenamiento, con un valor de 165 mL Co, kg'h. Estos
resultados coinciden con otros estudios en frutos de agua-
cate con RCs, donde reportan valores maximos de la tasa de
respiracion de 145y 157 mL CO, kg™ h™' (después de 6 dias a
20 °C), para frutos encerados y frutos control, respectivamen-
te (Meir et al., 1997).

La produccién de etileno disminuyé durante el alma-
cenamiento a 25 °C por 10 d, no observéandose diferencias
significativas (p < 0.05) entre los frutos control y con los RCs.
La produccién de etileno presenté un maximo al dia 2, con
valores de 82, 34 y 46 pL kg'h™ para el Control, QA y QAT,
respectivamente para después disminuir sus valores.

En un fruto climatérico como el aguacate, el incremen-
to en la tasa de respiracion es el detonante para la elevacion
de etileno y cambios bioquimicos, como son la sintesis de
carotenoides, degradacién de clorofilas y carbohidratos, y la
sintesis de acidos grasos insaturados (Villa-Rodriguez et al.,
2011).

Incidencia de pudriciones

En lo que respecta a la incidencia de pudriciones, al
dia 6 de almacenamiento se observo la aparicion de hongos
en los frutos control (valor de 0.5, muy ligero). En contraste,
los frutos con RCs de Q y QAT presentaron menor incidencia
de pudriciones (Tabla 4). Para el dia 13 de almacenamiento,
los frutos Control mostraron un aumento significativo en
la presencia de hongos con un valor de 2.1 (mas del 25 %),
mientras que los tratamientos con RCs QA y QAT presentaron
menor incidencia de hongos, aunque en menor proporcion,
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Figura 5. Cambios en la tasa de respiracion (a) y produccion de etileno (b)
en frutos de aguacate con recubrimientos de QA y QAT almacenados por 13
da25°C.

Figure 5. Changes in respiration rate (A) and ethylene production (B) of
avocado fruits with QA and QAT edible coating stored for 10 d at 25 °C.

Tabla 4. Cambios de pudriciéon por hongos y pudricién de pedunculo de
aguacate ‘Hass’ recubiertos con QA y QAT almacenados por 13 d a 25 °C.
Table 4. Changes on the incidence and stem end rot of avocado fruit ‘Hass’
coated with QA and QAT stored for 13 d at 25 °C.

Pudricion por hongos

Dia Control QA QAT
0 0+0? 0+0? 0+0?
6 0.5 +0.52%® 0+0° 0.16 + 0.38°
13 21+£1° 0.92 +1.00° 0.75+1.17°
Pudricion de pedunculo
Dia Control QA QAT
0 0+0° 0+0° 0+0°
6 0.7/ 2= 1572 0.37£0.75* 0+0°
13 25+ 1¢ 0.72 +1.00° 0.55+1.17°

Donde 0 = sin daho, 1 =dafrio ligero (10 %), 1.5 (15 %), 2 = daino moderado (25
%) y 3 =dano severo (< 50 %). *Es el promedio de la evaluacion subjetiva de

15 frutos por tratamiento. *Literales diferentes en la misma columna indican
diferencia significativa (p < 0.05).

con valores de 0.92 y 0.75 (dafio ligero en el fruto). De acuer-
do con los resultados, la aplicaciéon de RCs nos indica que
se inhibid significativamente el crecimiento de hongos en
los frutos de aguacate, aunque no inhibié completamente
la apariciéon de pudriciones. Esto coincide con lo reportado
por otros autores, quienes mencionan una reduccién de
incidencia de pudriciones con RC de Q. Martinez-Camacho et
al. (2010) evaluaron el crecimiento radial de colonias de As-
pergillius niger en un medio de cultivo con quitosano, donde
se encontrd que el Q tuvo un efecto fungistético al inhibir el
crecimiento del hongo, pero no lo inhibié al 100 %, y no un
efecto fungicida. Resultados similares fueron obtenidos del
Qy sus derivados al inhibir el crecimiento de hongos como B.
cinérea, Fusarium oxysporum.

Esto se atribuye a diversos mecanismos de accién de
Q propuestos, como es la modificacion de la pared celular de
los hongos, reduciendo su capacidad de regeneracion de la
pared celular del microorganismo, provocando su muerte. Se
ha reportado en varios trabajos la actividad antimicrobiana
del quitosano (El Ghaouth et al,, 1992; Rodriguez-Nuhez et
al., 2014), donde se ha observado una reduccién en el creci-
miento micelar de varios microorganismos como Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizopus stolonifer a una concentracion de quitosano (750-
6000 mg/L) (Badawy y Rabea, 2011).

En lo que respecta a la pudricion del pedunculo se
tuvo un comportamiento muy similar, donde al dia 6 se em-
pezaron a presentar laincidencia de pudriciones (Tabla 4). Los
frutos con los RCs presentaron menor desarrollo de pudricio-
nes. Los frutos con RC de QAT no presentaron incidencias de
pudriciones de pedunculo al dia 6 de almacenamiento hasta
el dia 10; esto se atribuye a la actividad antimicrobiana del
quitosano y aceite de tomillo. La pudricién peduncular del
aguacate se presenta en postcosecha, es un factor que limita
su comercializacién y exportacion. Las restricciones del uso
de fungicidas convencionales limitan su uso, por lo cual la
aplicacién de compuestos como el Q se pudiera utilizar en el
control de esta pudricién.

Por otra parte, el modo de accién del aceite de tomillo
pudiera estar relacionada con la presencia de compuestos
como el timol y carvacrol, y a su actividad antimicrobiana.
Sellamuthu et al. (2013) reportaron que empaques en atmaos-
feras modificadas (MAP, 8 % CO, y 2 % O,) + aceite de tomillo
redujeron la incidencia del hongo que causa la antracnosis;
asi mismo, reduciendo la pérdida de peso y firmeza después
de 18 d de almacenamiento a 10 °Cmas 10 d a 25 °C en frutos
de aguacate ‘Hass.

CONCLUSIONES

Por medio de la técnica solucién-vaciado, se fabrica-
ron PCs de Q, A, QA y QAT, las cuales fueron transparentes,
homogéneas y uniformes en color, aunque con una ligera
coloracién amarilla. Ademas, en los resultados de las pruebas
mecanicas a tension de las PCs, se observé que las peliculas
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de QA y QAT presentaron valores mas altos de esfuerzo maxi-
mo y mddulo de elasticidad, pero una baja flexibilidad. Las
PCs de QA y QAT destacaron por su resistencia a la tension,
transparencia, velocidad de transmisién al vapor de agua y
permeancia, asi como la mayor capacidad antioxidante. Los
resultados obtenidos de la permeabilidad al vapor indican
que las mezclas QA y QAT son aptas para aplicarse en forma
de RCs.

Los RCs aplicados a los frutos disminuyeron la pérdida
de peso en casi un 40% en comparacion con los frutos con-
trol. La aplicacion de los RC a base de QA y QAT contribuyeron
positivamente a mantener la calidad e inhibir la pudricion de
los frutos y pudricion peduncular de frutos aguacate ‘Hass.
Los RCs QAT tuvieron un mayor efecto fungistatico en el con-
trol del desarrollo de algunos hongos en postcosecha, redu-
ciendo la incidencia de pudriciones del pedunculo durante
el almacenamiento a 25 °C después de 13 dias de almace-
namiento y permitieron conservar la apariencia de los frutos
durante el almacenamiento a 25 °C. Por lo cual la aplicacién
de RC compuestos con el Q y aceite de tomillo en frutos de
aguacate se pudiera utilizar en el control de pudriciones.
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ABSTRACT

Metabolic diseases, including obesity and type 2 dia-
betes mellitus, represent a serious health and death problem
in Mexico. The World Health Organization (WHO) and other
associations such as the International Diabetes Federation
(IDF) and the National Cholesterol Education Program-Adult
Treatment Panel Ill (NCEP-ATP Ill) define the Metabolic Syn-
drome (MetS), as the set of metabolic alterations that lead to
the development of obesity, hypertension, and diabetes me-
llitus. The objective of this study was to develop a model of
MetS in CD1 rodents using a hypercaloric diet and to determi-
ne the advantages and / or disadvantages compared to other
murine models. Female and male CD1 mice were divided into
2 groups by gender, a control group, and another group with
a hypercaloric diet for 10 weeks. The results obtained showed
that the hypercaloric diet is efficient to develop the metabolic
alterations present in MetS, better results were observed in
male mice, which is why the use in this genus is suggested to
avoid the hormonal changes present in adult females.

RESUMEN

Lasenfermedades metabdlicas,incluyendolaobesidad
y la diabetes mellitus tipo 2, representan un grave problema
de salud y mortalidad, en México. La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) y otras asociaciones como la Federacién inter-
nacional de la Diabetes (IDF) y el Programa Nacional de Edu-
cacion para el Colesterol-Panel de Tratamiento para el Adulto
Il (NCEP-ATP llI) definen el Sindrome Metabdlico (SM), como
la agrupacion de alteraciones metabdlicas que conllevan al
desarrollo de obesidad, hipertension y diabetes mellitus. El
objetivo de este estudio fue desarrollar un modelo de SM en
roedores CD1 utilizando una dieta hipercalérica y determinar
las ventajas y/o desventajas comparado con otros modelos
murinos. Se utilizaron ratones CD1 hembras y machos se divi-
dieron en 2 grupos por género, un grupo control y otro grupo
con dieta hipercalérica durante 10 semanas. Los resultados
obtenidos mostraron que la dieta hipercaldrica es eficiente
para desarrollar las alteraciones metabdlicas presentes en el
SM, se observaron mejores resultados en los ratones macho,
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por lo que se sugiere la utilizaciéon en este género para evitar
los cambios hormonales presentes en las hembras adultas.
Palabras clave: Dieta hipercalérica, Modelo murino, Obesi-
dad, Sindrome metabdlico.

INTRODUCCION

El Sindrome Metabdlico (SM) es un conjunto de al-
teraciones bioquimicas, fisioldgicas y antropométricas que
ocurren simultdneamente y son factores de riesgo para el
desarrollo y progresién de enfermedades cardiovasculares
y diabetes mellitus, dentro de los cuales se incluyen obesi-
dad abdominal, hiperglucemia, dislipidemia e hipertension
arterial (Hernandez et al., 2018). De acuerdo con la ENSANUT
2018, a nivel nacional, en 2018 el porcentaje de adultos de 20
afos y mas con sobrepeso y obesidad es de 75.2 %. El desa-
rrollo de la obesidad se produce por una ingesta excesiva, el
bajo gasto de energia asociado con una deficiente actividad
fisica y la acumulacion de grasa visceral (Furnes et al., 2009),
este estado somete a las células adiposas a un estrés meta-
bolico que induce un proceso oxidativo e inflamatorio que
derivan en multiples alteraciones como, mayor secrecion de
citocinas, reduccién en la secrecion de las adipocinas, resis-
tencia a la insulina, aumento en la actividad del receptor de
glucocorticoides y cambios en la distribucion de la grasa cor-
poral facilitando la lipotoxicidad en érganos como el higado
y el pancreas (Mufioz et al., 2013; Urina et al., 2018). Estas
alteraciones metabodlicas provocan enfermedades crénico-
degenerativas como la obesidad, diabetes mellitus, hiperten-
sion arterial, dislipidemias y enfermedades cardiovasculares
(Gutiérrez et al., 2018). Derivado de la pandemia mundial
por el virus Sars-CoV 2 (COVID-19) se puso en evidencia que
el SM también predispone un sistema inmune deficiente,
incapaz de reaccionar adecuadamente contra una infeccion
viral, y fue un factor de riesgo mortal para los pacientes que
se contagiaron de COVID-19 (Pasquarelli-do-Nacimento et
al., 2020; Luzi et al., 2021), Para reproducir la patogénesis y
la terapia de este trastorno metabolico es necesario contar
con modelos in vivo en animales apropiados, el modelo mu-
rino ofrece muchas ventajas en relaciéon con otros modelos
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animales ya que tiene numerosos procesos bioquimicos
similares con el hombre, tienen un tiempo generacional muy
corto, son muy prolificos y se adaptan facilmente a la vida en
los bioterios, permitiendo controlar las variables ambientales
en las experimentaciones, ademas su genoma estda descrito
casi de manera completa y al menos el 80 % del ADN del
raton es idéntico al del ser humano (Perlman, 2016; Breschi
etal., 2017; Padilla et al., 2017). Existen diferentes modelos en
roedores que pueden desarrollar obesidad y diabetes melli-
tus, éstos se clasifican en modelos espontaneos como la rata
Goto-Kakizaki (GK), el ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO),
el raton KK y la rata Zucker (fa/fa) y en modelos inducidos
mediante la administracién de farmacos como la estrepto-
zotocina (STZ), por induccién hormonal administrando cor-
ticoides, somatostatina, glucagoén, catecolaminas y tiroxina.
Finalmente, estdn los modelos inducidos por manipulacién
genética de tres intervenciones, a) sobreexpresion, que
origina ratones transgénicos, b) eliminacién, genera los ra-
tones “knock-out” y c) reemplazo (con una forma alterada),
da origen a los ratones “knock-in” (Lutz y Woods, 2012). Estos
modelos son costosos y con fenotipos diferentes, lo cual no
reproduce lo que sucede en los humanos ya que se sabe que
la obesidad es multifactorial. También existen los modelos de
obesidad inducida por dieta (OID) que reproducen mejor la
patologia en humanos, sin embargo, la multivariedad de die-
tas existentes y la susceptibilidad especifica de algunos roe-
dores, como la rata Sprawe Dawly y el raton C56BL6/J hacen
dificil estandarizar los modelos que reproduzcan la mayoria
de las alteraciones del SM, ademas hay cepas mas costosas
que otras (Fuchs et al., 2018). En México estd disponible el
ratéon CD1 el cual es menos costoso que el ratén C56BL6/J,
en un estudio realizado por Berlinsky et al. (2010), probaron
3 condiciones diferentes para inducir obesidad en ratones
macho de esta cepa, y considerando como antecedente el
mismo, en el presente trabajo se propone desarrollar un
modelo utilizando una dieta hipercalérica para inducir las
alteraciones presentes en el sindrome metabdlico.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Los animales utilizados fueron tratados de acuerdo
con la Guia del cuidado de animales mexicana para el estu-
dio con animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y el
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica para animales
de estudio de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. Se
emplearon 24 ratones CD1 hembras y machos de edad pre
puber (obtenidos por el proveedor PROPECUA), los animales
se mantuvieron en jaulas metdélicas individuales, en una cé-
mara aislada, con ciclos de 12 h luz/obscuridad, temperatura
regulada a 22 + 2 °C y acceso a agua y alimento ad libitum.
Los ratones se distribuyeron en 2 lotes por género, con 6 ra-
tones cada uno, y se asignaron a los tratamientos: a) Testigo
hembras, b) Dieta hipercalérica hembras, ¢) Testigo machos,
d) Dieta hipercalérica machos. La duracion del tratamiento
fue de 10 sem. El peso corporal se registrd cada semana y el
consumo de agua y alimento diariamente.

Composicion de las dietas

a) Testigo: dieta estandar para roedores (Rodent Lab
Chow 5001) con una densidad energética de 3.18 Kcal/g,
siendo 23 % de proteina, 4.5 % de grasas y 46.5 % de carbo-
hidratos.

b) Dieta hipercalérica: Con una densidad energética
de 4.81 Kcal/g, correspondientes a 17.3 % de proteina, 21.2
% de grasas y 48.5 % de hidratos de carbono, se le adicio-
naron vitaminas (AIN-93-NGX) y minerales (AIN-93-VX) para
complementar la dieta, la cual fue una adaptacién de la dieta
TD.88137 (Teklad Global Harlan Laboratories, Inc), se elabord
en el laboratorio de Farmacologia del desarrollo del depar-
tamento de Fisiologia de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de la dieta hipercalérica (DHC)

Ingrediente Concentracion g/Kg
Azlcar glass 340
Mantequilla 210
Caseina 195
Almidon de maiz 140.5
Celulosa 50
Mezcla de minerales 4
Mezcla de vitaminas 15
DL-metionina 3
Colina 2
Colesterol 1.5
Bioensayos

Curva de tolerancia a la glucosa: se realizé al final del
tratamiento, a los ratones con 8 h de ayuno se les administré
por via oral una solucién de glucosa al 20 % una dosis de 0.2
g/Kg, y se registré la glucemia con el glucometro (ABBOT) ba-
sal y a los tiempos 30, 60, 90 y 120 m después de la solucion
glucosada.

El perfil lipidico, incluido el colesterol sérico total, los
triglicéridos y el col-HDL, se midieron utilizando los kits es-
pectrofotométricos (RANDOX series) y el espectrofotometro
Architect C16000. Para el perfil hormonal se determinaron la
insulina y la leptina en suero con la técnica de ELISA especi-
fico para ratones (Merck, Darmstadt, Alemania) y el lector de
microplacas (Thermo Scientific®).

Presion Arterial

Al final del tratamiento se registro la presion arterial
por el método no invasivo con el equipo IITC Life Science”
MRBP system. Para el periodo de acondicionamiento los ra-
tones se introdujeron 10 m en un cepo de acrilico durante 3 d
previos a la determinacion. Posteriormente, el dia de la prue-
ba, se introdujeron en el cepo del equipo para inmovilizarlos
y registrar la presion arterial sistélica, diastélica y media. El
equipo se mantiene a una temperatura de 37 °Cy se coloca
el transductor de presion en la cola del ratéon donde realiza
el registro.
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Analisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente con el
programa SigmaPlot ver 12.0. A los resultados bioquimicos y
hormonales se analizaron con la prueba analisis de varianza
(ANOVA) de una via. El peso corporal y la ingesta de alimento
se analizaron con una prueba ANOVA bifactorial de medidas
repetidas, con la prueba post Hoc Tukey, con un nivel de
confianza del 95 % (p < 0.05)

RESULTADOS
Peso corporal de ratones CD1 con dieta hipercaldrica

En todos los grupos los ratones aumentaron de peso
gradualmente durante el tratamiento. Los ratones macho
DHC mostraron un aumento significativo en el peso corpo-
ral a partir de la tercera semana (p < 0.005), al final de las 8
semanas aumentaron 68 % de peso, mientras que el grupo
control en machos solo incrementé 8 % (Fig. 2a). En cuanto
a las hembras no existe diferencia significativa entre los dos
grupos (Fig. 2b), sin embargo, las de DHC aumentaron 55 %
su peso corporal, mientras que las del grupo control solo el

15 %.
-
Semana 8
*Prueba de

tolerancia a la
glucosa

.
Inicio de tratamiento:
Dia 1, semana 1.

eControl machos

eDieta hipercaldrica
machos

eControl hembras

eDieta hipercaldrica
hembras

~
Semana 9
{ -

Determinacién de la
presion arterial

Registro de peso corporal / semana
Registro del consumo de alimento / dia

El consumo de dieta hipercaldrica se cuantifico en
gramos y calorias. En la Figura 3a se observa que, en machos
en ambos tratamientos, existe diferencia significativa de la
primera a la tercera semana de consumo en gramos siendo
superior el consumo de la dieta hipercalérica. En cuanto a
consumo por kcal (Figura 3b), es mayor en la dieta hiperca-
I6rica con diferencia significativa de la primera a la cuarta
semana del tratamiento. El consumo en gramos (Figura 3c)
en las hembras tiene un comportamiento diferente a los ma-
chos, pues se observa que el grupo que se le proporcioné la
dieta estdndar consumieron mas cantidad que los de la dieta
hipercaldrica con diferencia significativa en la semana 2 y de
la4ala7;sinembargo, en la Figura 2d se reporta que, a pesar
de consumir menos en cantidad de gramos, el consumo en
kcal es mayor en el grupo de la dieta hipercalérica en compa-
racion con la dieta estandar.

Curva de tolerancia a la glucosa

En la Figura 4 se presentan los resultados de la curva
de tolerancia a la glucosa en machos (4a) y hembras (4b)
determinada al final del tratamiento, se observo un aumento

~

Semana 10

*Obtencién de
muestras
bioldgicas:sangre
y tejidos.

Andlisis de las
muestras biologicas

Pruebas
bioquimicas
* Pruebas

hormonales

Figura 1. Diagrama general del desarrollo de un modelo murino de Sindrome metabdlico con dieta hipercalérica.
Figure 1. General diagram of the metabolic syndrome model with hypercaloric diet.
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Figura 2. Efecto de la dieta alta en grasa sobre el peso corporal en ratéon CD - 1. a) machos; b) hembras. Los datos muestran la media + error estandar. (*)
diferencia significativa contra los testigos. ANOVA bifactorial de medidas repetidas, Tukey post hoc, p < 0.05.

Figure 2. Effect of high fat diet on corporal weight of CD - 1 mice. 1a Male; 1b: Female. Data represent mean + standard error. (*) significant difference
against control group. Repetitive measures bifactorial ANOVA, post hoc Tukey, p < 0.05.
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Figura 3. Consumo de dieta alta en grasa en diez semanas de ratones

CD - 1. a) consumo de alimento de machos; b) consumo de alimento de

hembras; c) consumo en calorias de machos; d) consumo en calorias de

hembras. Los datos representan la media + error estandar. (*) diferencia sig-

nificativa contra el grupo control. ANOVA bifactorial de medidas repetidas,

Tukey post hoc, p < 0.05.

Figure 3. High fat diet consumption for ten weeks, by CD - 1 mice. a) Male

consumption; b) Female consumption; ¢) Male caloric consumption; d)

Female caloric consumption. Data represent mean + standard error. (*)

significant difference against control group. Repetitive measures bifactorial

ANOVA, post hoc Tukey, p < 0.05.

significativo (p < 0.005) durante todo el tiempo de la prueba
en los ratones DHC, tanto en hembras como en machos, en
comparacién con el respectivo grupo testigo, por lo que se
propone que la dieta hipercalérica desarrollé intolerancia a
la glucosa en los ratones.

Presion arterial

En la figura 5 se muestran los resultados de presion
arterial en machos (5a) y hembras (5b). Se observa que los
ratones de tratamiento DCH muestran mayor presién arterial
tanto sistélica como diastélica y media comparados con los
ratones con dieta estandar (p < 0.005) se observa la misma
tendencia en ambos sexos.

Perfil lipidico en ratones CD1 con dieta hipercaldrica
Los resultados del perfil lipidico incluido el colesterol
total, triglicéridos y col-HDL se muestran en la Tabla 2, el col-
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Figura 4. Curva de tolerancia a la glucosa en ratén CD - 1 con dieta hiperca-
|6rica y dieta estandar. a) machos; b) hembras. Los datos muestran la media
+ error estandar. (*) diferencia significativa con el testigo en los diferentes
tiempos. ANOVA bifactorial de medidas repetidas, post hocTukey, p < 0.05.
Figure 4. Glucose tolerance curve in CD - T mice with hypercaloric and
standard diet. 3a: Male; 4b) Female. Data represent mean + standard error.
(¥) significant difference against control group at different times. Repetitive
measures bifactorial ANOVA, post hoc Tukey, p < 0.05.
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Figura 5. Efecto de la dieta hipercaldrica sobre la presion arterial en ratén CD-1. a)
Presion arterial en machos; b) Presion arterial en hembras. Los datos representan las medias + el error estandar. (*) diferencia significativa contra el grupo

control (ANOVA unifactorial, Tukey post hoc, p < 0.05).

Figure 5. Hypercaloric diet effect on CD-1 mice arterial pressure. a) Male arterial pressure; b) Female arterial pressure. Data represent mean + standard
error. (*) significant difference against control group (unifactorial ANOVA, post hoc Tukey, p < 0.05).

LDL se determind utilizando la ecuacién de Friedewal, tam-
bién se muestra el indice aterogénico. Respecto al colesterol
total, existe un aumento significativo en los machos DHC 2.8
veces mas que el grupo testigo. En las hembras no existe di-
ferencia significativa (p > 0.005) en ambos grupos. En cuanto
a triglicéridos existe diferencia significativa en los machos
con dieta hipercalérica (109.27 mg/dL) en comparacién con
el grupo control (31.91 mg/dL). En las hembras no existe dife-
rencia significativa (p > 0.005) en ambos grupos. Finalmente,
respecto a HDL existe diferencia significativa en los machos
con dieta hipercalérica (78.12 mg/dL) en comparacién con
el grupo control (156.24 mg/dL). En las hembras no existe
diferencia significativa (p > 0.005) en ambos grupos.

Los triglicéridos en el caso de los machos de DHC in-
crementaron casi 3 veces mas que el grupo testigo, mientras
que en las hembras de DHC hubo una disminuciéon signifi-
cativa respecto al testigo. Con respecto al col-HDL y col-LDL
aumentaron 1.2 y 17 veces respectivamente comparados
con el control por lo que el indice aterogénico también fue
mayor en los ratones macho DHC. En cambio, en las hembiras,
aunque aumentaron el col-HDL y el col-LDL fue mas discreto,
por lo que el indice aterogénico no es diferente del grupo
testigo.

Perfil hormonal en ratones CD1 con dieta hipercalérica

El perfil hormonal incluye la insulina y la leptina, los
resultados se presentan en la Tabla 2. Respecto a la insulina,
se encontré que en machos del grupo DHC incrementé 2.5
veces mas comparados con el grupo testigo, mientras que
en hembras de DHC el incremento fue menor, aunque si es
significativo respecto del grupo testigo.

En relacién con el perfil hormonal se observo
que tanto la insulina como la leptina y la glucemia
fueron significativamente mayores en los machos de
DHC y el indice HOMA-IR también aumenté comparados
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Tabla 2. Perfil lipidico y hormonal en ratones CD1 con dieta hipercaldrica.
Table 2. Lipidic and hormonal profile in CD1 mice with hypercaloric diet.

Variable Testigo Testigo

sérica Macho Al Hembra el
Colesterol . 101.2 +4.8*
total (mgrdl)  771£04  19532114% 85608

Triglicéridos 375, 04 1003+187% 713463  537+4.1%
(mg/dL)

(el lel 626+03 78.1+17.8% 199.6+17.1 217.0+11.7*
(mg/dL)

s 7.04+04 1215+£12% 177435  39.5+50%
(mg/dL9

indice

aterogénico 1.24+0.1 3.81+.02* 1.58+ 1.6 2.0+.01
CT/HDL

CESiilE] 96.4+105 1367+32* 87.5+58 1168+ 3.0*
(mg/dL)

sl 058+02 1.04+05% 061+02  093+03
(ng/mL)

Rl 025+005 240+09* 241+17  466+18*
(pg/mL)

indice .

HOMAIR 30£08  64+03 32409 3.6+03

Col-HDL: Lipoproteina de alta densidad, Col-LDL: Lipoproteina de baja den-
sidad. DHC: Dieta hipercaldrica. Los datos representan las medias + el error
estandar. Medias con asterisco por columna son estadisticamente diferente
ANOVA de una via, Tukey post hoc, p < 0.05.

con el testigo macho, En las hembras solo se aprecia el in-
cremento de la glucemia y la leptina, pero no hay diferencia
con la insulina comparados con el grupo testigo hembras, y
el indice HOMA-IR tampoco difiere.

DISCUSION

La dieta hipercaldrica a menudo se ha utilizado para
reproducir trastornos metabdlicos en roedores, similares en
algunos casos, a los que se presentan en humanos con obe-
sidad morbida. En el presente trabajo se propone que el con-
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sumo de la dieta hipercaldrica en los ratones CD1 desarrolla
un estado metabdlico parecido al observado en el Sindrome
metabdlico en humanos. Existen diferentes asociaciones in-
ternacionales que se han dedicado a establecer los criterios
para la definicién del Sindrome metabdlico, entre ellas se en-
cuentran el Panel lll del Tratamiento para Adultos del Progra-
ma Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP ATP-III),
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el Grupo Europeo
de Estudio de Resistencia a la Insulina, quienes dieron una
definicion del sindrome metabdlico y que posteriormente
fue modificado por la American Association of Clinical Endo-
crinologists y la International Diabetes Federation Task Force
on Epidemiology and Prevention y por la American Heart
Association en colaboracién con el National Heart, Lung and
Blood Institute. Finalmente, en 2009, se lleg6 a una definicion
consensuada emitida por la International Diabetes Federa-
tion, el National Heart, Lung and Blood Institute, la American
Hearth Asociation, El Word Heart Federation, la International
Atherosclerosis Society y la International Association for the
Study of Obesity.

Dentro de los criterios establecido para determinar el
Sindrome metabdlico se encuentra la obesidad, la hiperglu-
cemia en ayuno, la presion arterial >130/85 mmHg, una trigli-
ceridemia > 150 mg/dLy el col-HDL < 40 mg/dL (McCraken et
al., 2018). Estas alteraciones pueden afectar tanto a hombres
como mujeres, los valores de referencia pueden variar segin
el género, la edad y el tipo de dieta que consumen (Hernan-
dezetal., 2018).

La administracion de dietas modificadas en especies
roedoras ha logrado reproducir algunos de las alteraciones
presentes en el sindrome metabdlico, pero no todas (de
Moura et al, 2021). Unas especies son mas susceptibles
a desarrollar obesidad, pero no resistencia a la insulina o
hipertensién, otras solo reproducen la diabetes, pero sin hi-
perlipemia (Suleiman et al., 2019). La propuesta del modelo
desarrollado en el presente trabajo reproduce al menos 3 de
los criterios emitidos en 2009. Se utilizaron los ratones CD - 1
que son de facil acceso en México y que son mas econdmicos
que otras cepas modificadas o especifico sensibles, ademas
se comparo el efecto en machos y en hembras para deter-
minar si el género interviene en el desarrollo del sindrome
metabdlico.

De acuerdo con los resultados, los machos establecie-
ron cambios metabdlicos mds cercanos a los del sindrome
metabdlico, incluyendo aumento de peso, la hiperglucemia,
intolerancia a la glucosa, hiperlipemia e hipertensién, ade-
mas de los cambios hormonales de hiperinsulinemia e hiper-
leptinemia. En cambio, en las hembras solo se reprodujeron
algunas de las alteraciones metabdlicas e hipertensién, sin
cambios hormonales ni obesidad.

Estos resultados son importantes porque el modelo
propuesto en machos constituye una herramienta accesible
de gran utilidad para evaluar otros posibles cambios que
ocurre en el sindrome metabdlico, como inflamatorios,
inmunolégicos, respiratorios y renales, que derivado de la
pandemia de COVID-19 dejaron en evidencia que padecer
sindrome metabdlico incrementd la mortalidad del virus.

El aumento de peso en los machos se debe principal-
mente a la ingesta mayor de alimento y de consumo caldrico,
lo que incrementé el tejido adiposo y consecuentemente las

alteraciones de la insulina y los lipidos. En 8 sem se lograron
observar estos cambios, lo que también es una ventaja sobre
otros modelos de obesidad que requieren hasta 12 semanas
o mas (Fuchs et al., 2018).

La resistencia a la insulina también es un marcador del
SM, se relaciona con la obesidad y la diabetes mellitus Tipo
2. La hiperglucemia se genera porque el higado aumenta
la produccién de glucosa, y las células 3 del pancreas incre-
mentan la produccién de insulina para regular la glucemia
introduciéndola a los tejidos como el musculo esquelético y
el tejido adiposo, sin embargo, al presentarse la resistencia
a la hormona persiste la hiperglucemia y la hiperinsuline-
mia (Mufoz, 2013). Se puede relacionar la glucemia con la
concentracion de insulina en sangre en un indice llamado
HOMA-IR (del acrénimo en inglés: Homeostasis Model
Assessment-Insulin Resistance), se utiliza como indicador de
resistencia a la insulina (Oh et al., 2021). De acuerdo con los
resultados obtenidos en esta propuesta de modelo de SM, se
encontré incrementado el indice HOMA-IR en los machos de
DHC, lo que indica la resistencia a la insulina en los ratones.

La leptina es una hormona que secreta el tejido adipo-
soy que participa en la regulacién de la ingesta de alimento,
en la obesidad se presenta resistencia al efecto de esta
hormona, lo que conduce a hiperfagia y aumento del tejido
adiposo, este puede ser el origen de la resistencia a la insuli-
na. Se relaciona con un nivel mayor de inflamacién derivado
de factores proinflamatorios que libera el tejido adiposo en
exceso, como el TNF alfay la IL-6, que ademas incrementan el
estado de oxidacién en el organismo y el riesgo de generar
ateroesclerosis (Lemieux y Després, 2020), y alteraciones
cardiovasculares como hipertensiéon y/o angina de pecho
(Rodriguez et al., 2020). Todas las alteraciones metabdlicas
y hormonales que se observaron en los ratones macho con
DHC reproducen el riesgo de desarrollar diabetes, hiper-
tension y ateroesclerosis, ademds se pueden evaluar otros
variables como inflamacion y oxidacion tisulares.

Adicionalmente, al igual que en otros modelos, se
puede disponer de los érganos para hacer andlisis comple-
mentarios, como el higado, el corazén, los pulmones, el mis-
mo tejido adiposo, lo que permite determinar el dafo tisular
especifico por el SM.

En contraste, las hembras no desarrollaron todas las
alteraciones de SM, se ha reportado que en las hembras el
consumo de alimentos coincide con el ciclo hormonal, pues
se ha observado una baja ingesta de alimentos cuando los
niveles de estrégeno son altos y una alta ingesta cuando no
hay ovulacion (Varma et al., 1999). Otro factor importante es
el que tienen los estrégenos sobre el metabolismo lipidico,
Reyna-Villasmil et al. (2007) reportaron que la administracion
exdégena de estrégenos a mujeres posmenopausicas con
histerectomia y salpingo-ooforectomia bilateral, redujo los
niveles de col-LDL e incrementan los niveles de col-HDL. Pal-
misano et al. (2017) también reportaron que la combinacién
de varios estrdgenos y progestinas en mujeres posmenopau-
sicas regula los niveles séricos de triglicéridos, pero no dismi-
nuye el riesgo cardiovascular. Este efecto de los estrégenos
lo observamos con las hembras de DHC, por lo cual no es un
modelo adecuado para evaluar alteraciones lipidicas, y no
reproduce completamente las complicaciones del SM.
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CONCLUSIONES

El modelo de raton macho CD1 con DHC indujo
obesidad, hiperglucemia, hipertension, hipercolesterolemia
e hipertrigliceridemia y aumento de las hormonas leptina e
insulina, todas estas alteraciones relacionadas con el SM, por
lo que se propone como un modelo murino para el estudio
de este padecimiento.
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RESUMEN

Investigaciones sobre la asociacion entre factores de
riesgo y la infeccion por VPH en mujeres adultas hermosi-
llenses no existen, y por ello se disend un estudio de casos 'y
controles (1: 2) pareado por edad para analizar este problema
de salud publica a nivel local. Participaron 33 y 66 mujeres
con y sin VPH respectivamente (edad media = 41,8 + 7,9
anos). La diferencia de caracteristicas entre grupos se probd
con regresién logistica condicional (univariada). La ingesta
de antioxidantes se ajusté por energia total utilizando el
método residual. Se generaron dos modelos de regresién
logistica multivariada para identificar los factores asociados
con VPH. En ambos modelos, el mayor consumo de licopeno
(OR=0,96,1C=0,95-0,99, p=0,019) y la mayor Capacidad An-
tioxidante Total plasmatica (CATp) (OR = 0,05, IC 95% = 0,03-
0,7, p = 0,024), ajustados aun con el numero de embarazos,
numero de parejas sexuales, y total de parejas sexuales por
ano, redujeron el riesgo a VPH. Los embarazos multiples y la
conducta sexual incrementaron el riesgo aVPH, y los mayores
consumos de licopeno y CATp la redujeron en las mujeres de
este estudio. Debe fortalecerse la educacion sexual, asi como
el consumo de antioxidantes en las mujeres hermosillenses
para prevenir el desarrollo del cadncer de cuello uterino.
Palabras clave: VPH, Antioxidantes dietarios, Capacidad
antioxidante total, Noroeste de México.

ABSTRACT

Research on the association between risk factors and
HPV infection in adult women from Hermosillo does not exist,
so a study of cases and controls (1: 2) matched by age was de-
signed to analyze this public health problem at a local level.
Participants were 33 and 66 women with and without HPV,
respectively (mean age = 41.8 + 7.9 years). The difference in
characteristics between groups was tested with conditional
logistic regression (univariate). Antioxidant intake was adjus-
ted by total energy using the residual method. Two multiva-
riate logistic regression models were generated to identify
factors associated with HPV. In both models, the higher con-
sumption of lycopene (OR = 0.96, Cl =0.95-0.99, p = 0.019)
and the higher Plasma Total Antioxidant Capacity (TACp) (OR
=0.05, C1 95 % = 0.03 - 0.7, p = 0.024), even adjusted by the
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Correo electrénico: Iquihui@ciad.mx
Recibido: 21 de junio de 2022

Aceptado: 15 de agosto de 2022

number of pregnancies, number of sexual partners, and total
number of sexual partners per year, reduced the risk of HPV.
Multiple pregnancies and sexual behavior increased the risk
of HPV, whilst higher consumption of lycopene and TACp
reduced it in the women in this study. Sex education should
be strengthened, as well as the consumption of antioxidants
in women from Hermosillo to prevent the development of
cervical cancer.

Key words: HPV, Antioxidant Dietary, Total Antioxidant Capa-
city, Northwest Mexico.

INTRODUCTION

Cervical cancer is the most common cancer in women,
with around 604 000 new cases and 342 000 deaths; with
about 90% of the new cases and deaths occurring in poor
countries worldwide in 2020 (WHO). Human Papilloma Virus
(HPV) infection is an important factor —but not sufficient by
itself- in the development of cervical cancer, and remains a
serious public health problem (McMullin, 2009). In addition,
age at which sexual intercourse begins, the number of
partners/sexual partners, lack of condoms use, low socioe-
conomic status, multiparity, smoking, and low antioxidant
consumption, are all also recognized risk factors for HPV in-
fection (Liang et al., 2018). Georgescu et al. (2018) published
that a deficiency of body antioxidant compounds may result
in DNA damage and low immune-competence that may
promote the HPV infection and carcinogenesis. Barchitta et
al. (2020) found that 84 HPV-positive women reported lower
intake of antioxidants (zinc, manganese, and vitamins A and
C) than non-infected women. Jorda et al. (2020) studied 505
women between 15 and 49 years old and reported higher
HPV infections in both women aged 15 - 24 years and women
with more sexual partners. Studies in different regions have
stated that the highest prevalence of HPV is often found in
women younger than 25 years of age because of their risky
sexual behavior, little awareness about the HPV infection,
and low rate of vaccination (Herrera-Ortiz et al., 2018). In
Mexico, the HPV prevalence in women ranged from 4.1 % to
65.0 % in 2016 (Bruni et al., 2021); and it has been estimated
that 95 % to 99 % of cases of cervical cancer are associated
with HPV (Soto-Fuenzalida et al., 2020). That’s why, Mexico is
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recognized as one of the American regions with a high rate
of HPV infection (Bruni et al., 2021) which may get worse if
population has low consumption of fruit and vegetables.
Evidence of this was published in 2016 by a Mexican survey
which reported that only 51.4 % and 42.3 %, and 47 % and
34.6 % of the population consumed fruits and vegetables, at
national level and northern region, respectively (Secretaria
de Salud, 2016). Since research on this topic is limited in
Mexico, the present study investigated the role of the perso-
nal, lifestyle, clinical history, socioeconomic, and antioxidant
status to the presence of HPV-infection in adult women from
a community of the northwest region of Mexico.

MATERIAL AND METHODS
Participants and study design

This study was performed with women at the George
Papanicolaou Group (GPG) founded to care, monitor and
support cancer patients; and a hospital institute (Instituto
de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado de Sonora, ISSSTESON) both set at the state of Sonora
(northwest region of Mexico), to investigate the associated
risk factors to HPV infection. Sonora is bordering to the east
with the state of Chihuahua, south to the state of Sinaloa and
north to the state of Arizona of the United States.

It was a case-control study matched by age (£ 5 years)
conducted from November 2015 to July 2017. Thirty-three
women with HPV infection and 66 controls matched (1: 2)
for age with or free of HPV infection respectively confirmed
by hybrid capture result and history records, agreed to par-
ticipate. The common eligibility criteria for both cases and
matched controls was not being pregnant or lactating at the
time of recruitment.

The Ethic Committees of the Centro de Investigacion
en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD A.C), GPG and
ISSSTESON approved all procedures involved in this study. All
participants signed an informed consent before work began.

Study measurements

Standing height was measured using a stadiometer
(Holtain Ltd., Dyfed, UK) with 2.05 + 0.001 m capacity. Weight
was measured (to the nearest 10 g) using a digital electronic
scale (AND FV-150 KA1, A&D Co. Ltd., Toshima-ku, Tokyo,
Japan) according to standardized recommendations. Weight
and height were then used to estimate the Body Mass Index
(BMI, kg/m?). The reference values are normal for BMI >18.5
- 24.9, overweight for BMI > 25 - 29.9, and obesity for BMI >
30- 34 (CDC, 2022).

A 90-item food-frequency questionnaire (FFQ) de-
signed and validated to estimate usual food consumption
in a Mexican women population of low socioeconomic sta-
tus, age 15 - 54 years, was used in this study. This FFQ was
adapted to the population of Sonoran women (Romieu et al.,
1999; Quizan-Plata y Ortega, 2000). Participants were asked
to report the consumption frequency for each food item
during the past year. Results were expressed as g/day.
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Exfoliated cells from the cervical canal were collec-
ted by an obstetrician. All samples were correctly packed
and shipped to the GPG and ISSSTESON laboratories for
processing within 48 h. The HPV test was performed in the
Laboratorio Estatal de Salud Publica using the Hybrid Cap-
ture Il (HC2 Digene Corp., Qiagen) to detect oncogenic HPV
sub-types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68.
The analytical sensitivity of the Combined-Probe Cocktail
Method is 97.5, with a specificity of 84.3 (PAHO, 2019).

Collection of information and biological samples

Personal, lifestyle, clinical history and socioeconomic
information of the participants was collected by using ques-
tionnaires, and also blood samples were taken. These activi-
ties were carried out in the GPG and ISSSTESON facilities.

Personal: Marital status was categorized as married
(0) or unmarried (1). Occupational status was assigned (0)
for employed or (1) for unemployed (including homemaker).
Age at menarche was assigned as (0) if > 12 years or (1) if < 12
years. The number of previous pregnancies was assessed as
(0) for < 1 pregnancy or (1) for > 1 pregnancies.

Lifestyle: Age at first sexual intercourse was (0) for =18
years or (1) for < 18 years. The total number of sexual partners
in the lifetime was classified as (0) for < 1 sexual partners or
(1) for >1 sexual partners, while the total number of sexual
partners in the last year was assigned as (0) for < 1 or (1) for
> 1. The use of barrier contraceptives was coded as (0) for
condom alone or accompanied by another method (Intrau-
terine device, injection, vasectomy, rhythm and tablets), or
(1) when intrauterine device, injection, vasectomy, rhythm,
abstinence or tablets were reported (Winer et al., 2006). Use
of oral contraceptives was assigned (0) for < 6 years or (1) for
> 6 years. Active smoking was scored as (0) for non-smokers
or (1) for reports of smoking at least 1 cigarette per day/week.
Passive smoking was assigned as (0) when the subject was
not exposed to tobacco smoke regularly/sporadically during
the past year or (1) when she was exposed.

Clinical history: The presence of sexually transmitted
diseases (STDs), such as trichomoniasis, herpes simplex,
condyloma acuminate, syphilis, gonorrhea, hepatitis B or
chlamydia, was assessed as (0) when not reported or (1)
when reported. Finally, type 2 diabetes confirmed by medical
records was classified as (0) absent or (1) present.

Socioeconomic: Socioeconomic status (SS) was eva-
luated using a questionnaire from the Mexican Association
of Market Intelligence and Public Opinion (AMAI) (Lopez-
Romo, 2009), which applies the following classification: A/B
(wealthy), C+ (income or standard of living slightly above
average), C (average income and standard of living), D+
(income or standard of living slightly below average), D- (low
income and standard of living ), and E (lowest income and
standard of living). The SS was categorized as either low level
(D+ and D-), classified as (1), or high-medium level (A/B, C+,
C), assessed as (0).

Blood collection: During visits to the participants, and
after an overnight fast, a 10 - mL blood sample was taken
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by venipuncture in BD vacutainer tubes (Becton Dickson of
21 G x 38 mm). Samples were transported to CIAD A.C. to
separate plasma by centrifugation (ThermoFisher Scientific.
Laboratory Centrifuge. Germany, 2016) at 5000 x g for 10 min
at 4 °C, within 2 h of collection and stored as aliquots in pro-
perly labeled 1.5 mL amber Eppendorf tubes at - 80°C until
analysis. The entire process was performed under conditions
of light protection. TAC was determined using the Randox”
NX2332 commercial reagent kit (UK, 2016) following the
manufacturer’s instructions (Jozanov-Stankov et al., 2009).

Statistical analysis

An exploratory analysis was performed to describe the
variables and create new dichotomous or polychotomous
variables. Means and standard deviations were estimated for
the continuous variables while medians were estimated for
the antioxidant nutrient intakes. Prevalence was estimated
for all categorical variables. All antioxidant intakes were
total energy-adjusted using the residual method (Willett,
1998). In addition, plausible biological variables with OR = 1
and p < 0.2 were selected by univariate logistic regression.
Selected variables were analyzed by the multivariate logistic
regression to generate the models. Then, the variables in the
preliminary models were evaluated for interaction (p < 0.05),
collinearity (r > 0.8) and linearity. All data were analyzed using
the STATA/SE version 12.0 (StataCorp. 2011. Stata Statistical
Software: Release 12. College Station, TX: StataCorp LP).

RESULTS
Baseline characteristics between groups

This age-matched, case-control study of 99 women
(mean age 41.8 + 7.9 years, range: 23-56 years old) from nor-
thwest Mexico, explored the differences between the control
and case (HPV-infection) groups regarding all variables in
this study (Tables 1 and 2). No differences were found in age,
weight, height, BMI and personal and socioeconomic factors
(p > 0.05) between the study groups (p > 0.05) (Table 1).

An unadjusted analysis failed to detect any difference
in the age at menarche (unadjusted OR = 1.84, 95 % Cl =
0.798-4.295, p=0.156), or age at first sexual intercourse (> 18
years) (unadjusted OR=1.5,95% Cl=0.575-3.912, p = 0.407)
between groups. The women with more than one pregnancy
(unadjusted OR = 6.1, 95 % Cl = 2.0 - 18.1, p = 0.001), and
those with more both sexual partners (unadjusted OR = 2.4,
95 % Cl = 1.0 - 6.08, p = 0.048), and annual sexual partners
(unadjusted OR = 5.9, 95 % Cl = 2.2 - 16.1, p = 0.001), had
a higher probability of being HPV-positive. Also, the women
who used oral contraceptives for more than 6 years (unad-
justed OR=3.3,95 % Cl=1.0-11.2, p = 0.047), and smoked
tobacco (unadjusted OR=3.9,95% Cl=1.3-11.5,p=0.011)
or being passive smoking (unadjusted OR = 2.0, 95 % Cl =
1.0 - 5.6, p = 0.049) were more likely to have HPV infection.
Finally, women with other STDs were 6.9 more likely (95 % Cl
=1.4-22.7,p =0.016) to be HPV-infected.

The categories ‘previous type 2 diabetes’ and ‘vitamin
supplementation’ were not found to be associated with HPV

infection (Table 1). Overall energy-adjusted antioxidant
intakes were not associated with HPV infection (Table 2).
However, energy-adjusted retinol and lycopene intakes ten-
ded to be higher in controls than in cases (OR = 0.95, 95 %
Cl=0.8-1.0, p =0.080: OR = 0.99, 95% Cl = 0.999 - 1.000, p =
0.074 respectively). Women with higher TAC were less likely
to have HPV infection (OR =0.05,95% Cl=0.01-0.5, p=0.013).

Biological plausible variables to HPV infection

The variables with OR #1 and p < 0.2 selected for sim-
ple logistic regression analysis and with biological plausibili-
ty for the risk of HPV infection were number of pregnancies,
number of sexual partners, total annual sexual partners, use
of oral contraceptives for > 6 years, active tobacco smoking,
passive smoking, other STDs, and energy, retinol and lycope-
ne intakes, and TAC (Table 3).

Generation of models

The stepwise analysis generated Model 1 shown in Ta-
ble 4. Women with more pregnancies (adjusted OR = 5.5, 95
% Cl=1.2-28.1, p=0.029) and those with more sexual part-
ners and total annual sexual partners remained in the model,
and were more likely to have HPV infection. In contrast,
higher consumption of energy-adjusted lycopene (adjusted
OR =10.96, 95 % Cl = 0.95 - 0.99, p = 0.019) reduced the risk
of HPV infection in these women. No interaction (p < 0.05)
or collinearity (r < 0.8) was found between the independent
variables.

The stepwise analysis also produced Model 2, and the
variables which remained were number of pregnancies, total
annual sexual partners and TAC (Table 5). The first two non-
nutrient variables were also selected in Model 1. Here, higher
TAC status (adjusted OR =0.05, 95 % Cl =0.03- 0.7, p = 0.024)
was related to a reduced risk of HPV infection in participants.
Again, no interaction (p < 0.05) or collinearity (r < 0.8) was
found between the independent variables, though linearity
was observed in the natural logarithm of HPV infection [P /
1-P] vs. TAC when this latter was considered as a categorical
variable. A value for TAC above 1.30 mmol/L decreased the
probability of HPV infection.

DISCUSSION

A high risk of HPV infection in women with high parity
was observed in this study. Mukhopadhyay (2019) also pu-
blished the association between HPV infection and increased
parity in 171 women. It was suggested that in multiparous
women, increased hormone levels may result in exposing
the ectocervix for a longer period, and the impaired immune
response facilitates the settlement of HPV infection. Howe-
ver, de Farias et al. (2021) did not find this association (p <
0.05) in women older than 25 years old from a total of 428
participants. Similarly, Liang et al. (2018) and Pandey et al.
(2019) published the same finding in 198 and 101 women,
respectively. Although de Farias et al. (2021) did not argue
their results, the last two attributed to their small sample size,
the lack of association.
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Table 1. Comparison of the characteristics of the participants with HPV-infection, controls and cases.
Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de los participantes con infeccion por HPV, controles y casos.

. Controls Cases OR

Variable p-value
(n=66) (n=33) (95 % Cl)

2Age (years) (matched factor) 42.2 (£ 8.1) 41.0(x7.8) 0.66 (0.40 - 1.09) 0.106
2Weight (kg) 73.7 (£ 13.2) 71.2(x13.8) 0.98 (0.94-1.01) 0.303
?Height (cm) 1.59 (+ 0.058) 1.60 (+ 0.06) 0.82 (0.001 - 800.5) 0.956
2BMI 28.9 (£ 5.04) 27.7 (£5.12) 0.95 (0.87 - 1.04) 0.317
Demographic data
5Marital Status
Married 45 (68.2 %) 23 (69.7 %) 1.0
Single/Divorced/Widow 21(31.8 %) 10 (30.3 %) 0.81(0.30-2.10) 0.678
bOccupation
Manual labor/Retired/Professional/Merchant 33 (50 %) 16 (48.5 %) 1.0
Housewife 33 (50 %) 17 (51.5 %) 1.10 (0.45-2.7) 0.822
bSocioeconomic Status
Wealthy 19 (28.8 %) 12 (36.4 %) 1.0
Average standard of living 18 (27.3 %) 7 (21.2 %) 0.51(0.15-1.8) 0.296
Below average standard of living 19 (28.8 %) 6(18.2 %) 0.41(0.11-1.51) 0.184
Lowest average standard of living 10 (15.2 %) 8 (24.2 %) 1.31(0.40-4.3) 0.652
bBiological data
Age at menarche
> 12 years 50 (75 %) 21 (63.7 %) 1.0
< 12 years 16 (25 %) 12 (36.4 %) 1.69 (0.71 - 4.0) 0.235
bLifestyle
Number of previous pregnancies
0-1 45 (68.2 %) 9 (27.3 %) 1.0
>1 21(31.8 %) 24 (72.7 %) 6.1(2.0-18.1) 0.001
Age at first sexual intercourse
> 18 years 50 (76 %) 22 (67 %) 1.0
< 18 years 16 (24 %) 11 (33 %) 1.7 (0.62 - 4.49) 0.308
Number of sexual partners
0-1 50 (75 %) 18 (55 %) 1.0
>1 16 (25 %) 15 (45 %) 2.4 (1.0-6.08) 0.048
Total annual sexual partners
0-1 50 (76 %) 10 (30 %) 1.0
> 1 16 (24 %) 23 (70 %) 5.9(2.2-16.1) 0.001
Use of condom alone and other methods (Intrauterine device,
injection, vasectomy, rhythm, tablets)
No 37 (56 %) 20 (60 %) 1.0
Yes 29 (44 %) 13 (40 %) 0.79 (0.31-2.0) 0.636
Oral contraceptives for > 6 years.
No 56 (85 %) 22 (67 %) 1.0
Yes 10 (15 %) 11 (33 %) 33(1.01-11.2) 0.047
Active tobacco smoking
No 60 (91 %) 22 (67 %) 1.0
Yes 6 (9 %) 11 (33 %) 3.9(1.3-11.5) 0.011
Passive smoking
No 45 (68 %) 16 (49.5 %) 1.0
Yes 21 (32 %) 17 (51.5 %) 2.036 (1.0 - 5.6) 0.049
Disease
Other STDs
No 63 (95 %) 25 (76 %) 1.0
Yes 3 (5 %) 8 (24 %) 6.9 (1.4-22.7) 0.016
Previous type 2 diabetes
No 57 (86 %) 27 (82 %) 1.0
Yes 9 (14 %) 6 (18 %) 1.4 (04-4.6) 0.542
Vitamin-Supplementation
Yes 50 (76 %) 27 (82 %) 1.0
No 16 (24 %) 6 (18 %) 0.5 (0.17 - 1.8) 0.366

2Mean values with standard deviation

PNumber of participants and percentage

“Conditional logistic regression analysis

OR = Odds Ratio; BMI = Body Mass Index; STDs = Sexual Transmitted Diseases; OR = Odds ratio; Cl = 95 % Confidence Interval; p = Significant level p < 0.05.
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Table 2. Association of nutrient antioxidants intake and TAC with HPV-infection in controls and cases.
Tabla 2. Asociacion de la ingesta de nutrientes antioxidantes, y TAC con infeccién por HPV en controles y casos.

2Dietary nutrients Controls (n = 66) Cases (n=33) OR (CI) p - value
Energy (kcal/d) 2040 (1875.8 - 2305.5) 1710 (1579.6 - 1833.9) 0.998 (0.97 - 0.99) 0.025
Vitamin C (mg/d) 136.8 (110.2 - 154.5) 122.7 (89.3-167.8) 1.0 (0.99 - 1.0) 0.889
Vitamin A (RE/d) 761.0 (634.5 - 850.9) 673.5(577.3-784.8) 1.0 (0.99-1.0) 0.745
Retinol (ug/d) 266.5 (222.2 -304.7) 259.9 (187.8 - 334.8) 0.95(0.8-1.0) 0.080
a-carotene (pg/d) 1015.5 (928.4 - 1052.4) 976.6 (792.7 - 1030.7) 1.0 (0.99 -1 .01) 0.889
B-carotene (ug/d) 3840.2 (3215.1-4236.8)  3561.4(2995.9 -4314.4) 0.99 (0.99-1.0) 0.207
B-cryptoxanthin (pg/d) 288.3 (195.6 - 325.8) 300 (193.1-380.3) 1.0 (0.99 - 1.00) 0.251
Lycopene (ug/d) 3350.9 (2665.6 - 4233.7) 2692.5 (1845 - 3838.6) 0.97 (0.95-1.0) 0.079
Lutein-zeaxanthin (ug/d) 1501.8 (1190.3 - 2108) 1475.2 (850-2238.2) 0.9 (0.999 - 1.000) 0.712
Vitamin E (mg/d) 5.6(5.1-6.4) 5.0(4.1-5.5) 1.03 (1.0- 1.05) 0.012
a-tocopherol (mg/d) 5.6(5.1-6.2) 5.0(4.0-5.5) 1.05(1.0- 1.09) 0.013
B-tocopherol (mg/d) 0.17 (0.15-0.20) 0.13(0.10-0.21) 18.4(0.12-2.7) 0.253
y-tocopherol (mg/d) 414 (3.3-5.4) 3.9(3.3-5.1) 0.94(0.81-1.1) 0.504
®Blood nutrients

TAC (mmol/L) 1.39(0.29) 1.21(0.25) 0.06 (0.01-0.6) 0.013

®Median values and interquartile range. Nutrients were energy-adjusted by the residual method

PMean values with standard deviation
“Conditional logistic regression analysis

OR = Odds Ratio; TAC = Total Antioxidant Capacity in plasma; p = Significant level p < 0.05.

Table 3. Plausible biological variables selected by simple logistic regression
analysis.

Tabla 3. Variables bioldgicas plausibles, seleccionadas mediante andlisis de
regresion logistico simple.

Table 5. Factors associated with HPV-infection identified by conditional
multiple logistic regression (Model 2).

Tabla 5. Factores asociados con la infeccion por HPV, identificados por
regresion logistica multiple condicionada (Modelo 2).

HPV infection OR 95 % ClI bp-value
Number of previous pregnancies 6.1 20-18.1 0.001
Number of sexual partners 24 1.0-6.1 0.048
Total annual sexual partners 5.9 2.2-16.1 0.001
Oral contraceptives for > 6 years. 33 1.0-11.2 0.047
Active tobacco smoking 3.9 13-115 0.011
Passive smoking 2.04 1.0-5.6 0.049
Other STDs 6.9 14-227 0.016
Energy (kcal/d) 0.99 0.97-0.99 0.016
“Retinol (ug/d) 0.9 0.8-1.0 0.080
Lycopene (pg/d) 0.97 0.95-1.0 0.079
TAC (mmol/L) 0.05 0.01-0.5 0.013

2Nutrients were energy-adjusted by the residual method

bSimple logistic regression analysis

OR = Odds Ratio; Cl = 95 % Confidence Interval; STDs = Sexual Transmitted
Diseases; TAC = Total Antioxidant Capacity in plasma; p = Significant level p
<0.05.

Table 4. Factors associated with HPV-infection identified by conditional
multiple logistic regression (Model 1).

Tabla 4. Factores asociados con la infeccion por HPV, identificados median-
te regresion logistica multiple condicionada (Modelo 1).

Variable SE OR 95%Cl _ p-value
E;’;’::;:ifesprev'ous 46 55  12-281 0029
Number of sexual partners 9.7 10.8 2.9-58.7 0.01
Total annual sexual partners 4.9 5.9 1.5-255 0.023
Lycopene (ug/d) 0.003 096 095-099 0.019

2Antioxidant nutrients were energy-adjusted by the residual method
SE = Standard Error; OR = Odds Ratio; Cl = 95 % Confidence Interval; p =
Significant level p < 0.05.

Variable SE OR 95 % Cl p - value

Number of previous 7.63 926 1.88-45.44 0.01
pregnancies

Total annual sexual partners 416 645 1.82-2285 0.01
TAC (mmol/L) 0.065 0.05 0.03-0.7 0.024

SE = Standard Error; OR = Odds Ratio; Cl = 95 % Confidence Interval; TAC=
Total Antioxidant Capacity in plasma; p = Significant level p < 0.05.

Women with more sexual partners and annual sexual
partners were at higher risk of HPV infection. Itarat et al. (2019)
found that women (n = 349) with multiple sexual partners
had a higher risk of HPV as compared with those with limited
sexual partners. However, authors recognized that lack of in-
formation about the HPV duration and sexual behavior of the
partners of the recruited women was a limitation to provide
a better conclusion.

The consumption of lycopene and a better TAC re-
duced the risk of HPV infection in our study. No association
was found between the consumed antioxidants and those in
plasma (data not shown), and it was observed that nutrient
antioxidant supplementation was similar (p = 0.496) in both
groups. Pellegrinietal. (2018) concluded that different studies
explain the reasons to understand the limitation to recognize
the plasma TAC as a biomarker of dietary antioxidant intake.
One of them is that antioxidants in plasma may influence
the antioxidant compounds in other biological fluids; and
second, the little understanding of the high inter-individual
variability given by TAC assays, as a result of the unnoticed
contribution by antioxidant enzymes. On the other hand,
Barchitta et al. (2020) reported that 251 women with high an-
tioxidants intake (zinc, selenium, manganese, vitamin A, vi-
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tamin C, vitamin E, carotenoid, and flavonoids) were at lower
risk of HPV infection. A recent review by Ono et al. (2020)
described that intake of vitamins A, D and carotenoids such
as lycopene, may inhibit early events of cervical cancer from
HPV infection, but the mechanisms of action remain unclear.
Onthe other hand, Linetal. (2021) reported that women with
the lowest antioxidant serum levels had a higher risk of HPV
infection from 11,070 women aged 18 - 59 who participated
in the 2003 - 2016 National Health and Nutrition Examination
Survey in USA.

CONCLUSION

Women with more pregnancies and sexual partners
were at higher risk of HPV infection. On the other hand, hig-
her dietary consumption of lycopene and TAC in blood redu-
ced the risk of HPV infection in this study. The strength of this
research lies in its matched case-control design, all the study
variables explored, and the information generated about a
largely unexplored topic in a Mexican population. However,
the sample size and the absence of information on the role
of male partners in HPV infection transmission were a limi-
tation of this study. On the other hand, although the sexual
intercourse at early age was not associated to HPV infection,
a high percentage of our participant women reported had
sexual intercourse before the age of 18. This finding may lead
to the National Ministry of Health to look over the valid cer-
vical cancer standards to lower the age for the HPV infection
diagnosis in Mexican women. Strengthening both the sexual
education and the increase of antioxidants consumption in
women, at least at local level, to prevent the development of
cervical cancer should be carried out.
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RESUMEN

La determinacion de anticuerpos IgM e IgG por
inmunofluorescencia indirecta es la prueba estandar para
confirmar la fiebre manchada por Rickettsia rickettsii (FMRR),
aunque tiene limitado valor clinico pues requiere tres se-
manas para ser confiable. La Reaccion en Cadena de la Po-
limerasa (PCR) es una opcion para el diagndstico en sangre
total, pero hay menos certidumbre respecto a su capacidad
al usar muestras de orina y tejido. Nos proponemos estimar
la confiabilidad de PCR en muestras de hisopado cutaneo y
orina en pacientes sospechosos de FMRR, comparandole con
resultados de PCR en muestras de sangre total. Se analizaron
muestras de 110 pacientes sospechosos de FMRR atendidos
en hospitales de Sonora, entre septiembre de 2018 y octubre
de 2019. El calculo de la confiabilidad se realizé6 mediante el
Coeficiente de Kappa (K). Se detectd R. rickettsii en 21 mues-
tras de orina, encontrando una concordancia sustancial (K =
0.607,1C 95 % (0.385, 0.844)); en tanto, 3 hisopados cutaneos
resultaron positivos, pero sin significancia estadistica (K =
0.417,1C95 % (- 0.338, 1.172)). Nuestros hallazgos sustentan
que la PCR en orina es una técnica confiable para confirmar
la sospecha clinica de FMRR en pacientes hospitalizados.
Palabras clave: Fiebre manchada de las Montanas Rocosas,
PCR, deteccion temprana de la enfermedad, confiabilidad.

ABSTRACT

Rocky Mountain spotted fever (RMSF) is an infectious
disease confirmed through IgM and IgG determination
obtained by indirect immunofluorescence, although it has
limited clinical value since it requires up to three weeks to
be reliable. Polymerase Chain Reaction (PCR) is an alternative
for RMSF diagnosis in whole blood, but there is less certainty
regarding its certainty when urine and tissue samples are
used. This study aimed to estimate the reliability of PCR in
skin swab and urine samples obtained from patients with
suspected RMSF, comparing it with PCR results from whole
blood samples. Samples from 110 suspected RMSF hospita-
lized patients, between September 2018 and October 2019,
were analyzed. Reliability was calculated using the Kappa
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Coefficient (K). R. rickettsii was detected in 21 urine samples,
finding substantial agreement (K = 0.607, 95 % Cl (0.385,
0.844)); meanwhile, 3 skin swabs were positive, but without
statistical significance (K = 0.417, 95 % Cl (- 0.338, 1.172)).
Our findings support that urine PCR is a reliable technique
to confirm clinical suspicion of RMSF in hospitalized patients.
Key words: Rocky Mountain spotted fever, PCR, early detec-
tion of disease, reliability.

INTRODUCCION

La fiebre manchada por Rickettsia rickettsii (FMRR) es
una enfermedad reemergente en Sonora. Es un padecimien-
to transmitido al humano por artrépodos vectores infecta-
dos, en México la garrapata Rhipicephalus sanguineus es el
principal vector de la enfermedad (Eremeeva et al., 2015). La
FMRR constituye una amenaza médica cuando no es tratada
oportunamente al asociarse a una elevada letalidad, que os-
cila en Sonora entre 20y 40 % (Alvarez et al., 2015). Historica-
mente, en la regién su presencia estd ligada a determinantes
bioldgicos y sociales, que explican la ocurrencia de casos y
brotes durante todo el afio (Alvarez y Contreras, 2013).

La sospecha temprana de FMRR se complica por la
poca especificidad del cuadro clinico inicial, que semeja a
otros padecimientos endémicos de la regién como dengue
e influenza (Alvarez et al., 2017). La confirmacion diagnéstica
puede establecerse hasta cuatro semanas posteriores al
inicio sintomatico al identificar una cuadruplicacién en los
titulos de anticuerpos IgM e IgG por inmunofluorescencia
indirecta (IFl) (La Scola y Raoult, 1997; Biggs et al., 2016). La
IFl es la prueba estandar para confirmar FMRR, pero es menos
util clinicamente, pues cuando los titulos de IgM e IgG son
evidencia confirmatoria el paciente se ha recuperado o ha
fallecido.

Una técnica alternativa para confirmar FMRR es la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), pues es un méto-
do vélido y mds temprano para confirmar la sospecha en
muestras de sangre total (Bechah et al., 2011; Santibanez et
al., 2013; Oteo et al., 2014). Sin embargo, es menos claro su
desempeno en otras muestras biolégicas como el hisopado
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cutdneo y orina, que ademas de ser menos invasivas, sean
oportunas para la toma de decisiones médicas de esta enfer-
medad, como ha sido documentado en otros padecimientos
con similar expresion clinica como fiebre Zika (Gourinat et al.,
2015), leptospirosis (Bal et al., 1994) y tuberculosis (Gopinath
y Singh, 2009).

La presente investigacion explora la confiabilidad cli-
nica del hisopado cutaneo y la orina obtenidos de pacientes
sospechosos de FMRR que fueron atendidos en hospitales
publicos de Sonora, mediante la técnica de PCR en punto
final. El estudio pretende generar resultados que mejoren la
capacidad diagnoéstica de la FMRR a nivel regional.

MATERIALES Y METODOS

Mediante un disefio transversal se estimd la confiabili-
dad de muestras de hisopado cutaneo y de orina de pacien-
tes hospitalizados por sospecha clinica de FMRR, utilizando
la PCR en punto final para identificar Rickettsia rickettsii. Los
pacientes fueron atendidos en hospitales publicos de So-
nora entre el 20 de septiembre de 2018 y el 31 de octubre
de 2019. Para examinar la capacidad diagnéstica de PCR en
ambas muestras, se empleé como método estandar la deter-
minacion de PCR en muestras sanguineas obtenidas de los
mismos pacientes. El estudio recibié aprobacion por parte de
un comité de ética en investigacién acreditado.

Tipo y tamano de la muestra

La muestra del estudio consté de 110 sujetos que
recibieron atencién médica en los sitios de estudio; de ellos,
79 (71.8 %) fueron sospechosos de FMRR (Grupo 1), y fueron
comparados con 31 (28.2 %) pacientes con cuadro febril
infeccioso agudo de al menos de 5 dias de evolucion, pero
sin sospecha del diagnéstico de interés (Grupo Il). Para ser
elegibles, los pacientes de ambos grupos firmaron una hoja
de consentimiento informado o de asentimiento en el caso
de menores de edad.

Los procedimientos para obtener las muestras biol6gi-
cas fueron: para hisopado cutaneo, la lesion maculopapular,
vesicula o escara fue humedecida con una gasa embebida en
solucion salina estéril, y un hisopo de dacrén o raydn estéril
se gird vigorosamente, entre cinco y seis veces en un dangulo
de 50°a 60° en labase de lalesiény se retird la costra cuando
fue posible, sin lastimar al paciente; posteriormente el hisopo
se coloco en tubo estéril de plastico con solucién salina es-
téril y con tapa (InDRE- Lineamientos Rickettsiosis, 2017). La
muestra de orina se tomé directamente del chorro urinario
(20 a 30 mL), en un contenedor estéril etiquetado para su
identificacion. La orina colectada fue examinada durante las
primeras 24 h, tal como es recomendado (Salinas, 2008).

Procesamiento de las muestras

Se utilizd6 el equipo automatizado Magna Pure
Compact LC 2.0 de Roche® para la extraccién del ADN. Las
muestras recibieron pretratamiento: la orina se centrifugd
por 30 min a 4,000 rpm para tomar 200 pL del sedimento;
se tomaron 200 pL de sangre y se incubd 30 min con 20 pL

de proteinasa K. Al final de la extraccion de acidos nucleicos
se obtuvieron 200 (uL) de ADN eluido. La integridad del ADN
fue examinada mediante la nitidez de las bandas de amplifi-
cacioén derivadas de la electroforesis.

Para confirmar el género Rickettsia se preparé mezcla
de reaccién para identificar el gen gltA y otra para determi-
nar la especie rickettsii, identificando el gen de la proteina
hipotética A1G_04230; se utiliz6 el termociclador Bio-Rad
ICycler. Las mezclas contenian: iniciadores CS-1(F) (5-GCA-
AGTATCGGTGAGGATGTAAT-3) y CS-2(R) (5'-GCTTCCTTAAA-
ATTCAATAAATCAGGAT-3) (0.8 uM), disenados para amplificar
un fragmento de 401 pares de bases (pb) del gen citrato
sintasa (gl/tA) para Rickettsia (Labruna et al., 2004) y los inicia-
dores RRi1(F) (5-AAATCAACGGAAGAGCAAAAC-3) y RRi2(R)
(5'-CCCTCCACTACCTGCATCAT-3) (0.8 uM), para un fragmento
de 153 pb de la proteina A1G_04230 para rickettsii (Kato et al.,
2012); agregando en ambas reacciones, MgCl, (3 mM), oligo-
nucledtidos (200 uM), buffer 5X, Taq ADN polimerasa (0.5 U)
y 5 pyL de ADN extraido de la muestra, para una reaccién de
25 pL. Se utilizé control positivo (ADN de Rickettsia rickettsii),
control negativo (ADN de paciente sin FMMR) y agua destila-
da estéril para el blanco de PCR (Kato et al., 2013).

Las condiciones de termociclado para género fueron:
1 ciclo a 95 °C por 5 min, 40 ciclos a: 95 °C por 15 s, 52 °C por
305,72 °Cpor30syuncicloa72°Cpor 10 min (Labruna et
al., 2004). Las condiciones para especie fueron: 1 ciclo a 95 °C
por 5 min, 40 ciclos a: 95 °C por 15 s, 58 °C por 30 s, 72 °C por
30 sy uncicloa72°Cpor 10 min, conservando los productos
a-20°C (Katoetal, 2013).

Se realizo electroforesis a los productos de amplifi-
cacién en gel de agarosa al 2 % (p/v) en buffer TBE 1X (Tris
50 mM, acido boérico 40 mM, EDTA 0.5 M), con el colorante
Gel Star dilucién 1:10 (Lonza U.S.A.), a 80 V por 60 min. Se
utilizé marcador de 100 pares de bases (pb) (Promega, U.S.A.)
(Figura 1).
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Carril 1: Marcador de 100 pb; carril 2: control positivo a género gen gltA
(401 pb); carril 3y 4: muestra de sangre positiva a género; carril 5y 6:
muestra de orina positiva a género; carril 7 y 8: muestra de hisopado de
piel positiva a género; carril 9: control negativo de PCR; carril 10: blanco
de PCR; carril 11: sin muestra; carril 12: control positivo a especie gen de
la proteina A1G_04230 (153 pb); carril 13 y 14: muestra de sangre positiva
a especie; carril 15y 16: muestra de orina positiva a especie; carril 17y 18:
muestra de hisopado de piel positiva a especie; carril 19: control negativo
de PCR; carril 20: blanco de PCR. MPM: marcador de peso molecular.

Figura 1. Bandas de amplificacion de los genes gltA'y proteina A1G_04230.
Figure 1. Amplification bands of the gltA and A1G_04230 protein genes.
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Plan de analisis

Se obtuvieron frecuencias relativas de las variables
clinicas y sociodemogréficas de los sujetos de estudio, y fue-
ron contrastadas de acuerdo con la muestra biolégica que
se obtuvo: 1) muestras de orina; 2) muestras de hisopado
cuténeo; y 3) sujetos sin sospecha de FMRR. Para examinar
las diferencias de las variables categoricas se utilizé la prueba
de Chi-cuadrada para igualdad de proporciones; para las
variables continuas se emplearon las pruebas de analisis de
varianza (ANOVA) o U de Mann-Whitney, de acuerdo con su
distribucién. En todos los casos, se probaron hipoétesis de dos
colas y valores de p < 0.05 fueron juzgados estadisticamente
significativos.

Para estimar la confiabilidad clinica de los resultados
de la técnica de PCR en punto final en muestras de hisopado
cutdneo y de orina, se contrastaron con los obtenidos en
muestras de sangre total de los mismos sujetos de estudio.
Se considerd positivo un resultado de PCR cuando se aprecié
una banda con un nimero de pares de bases acorde para
cada uno de los genes amplificados (Fig. 1). La confiabilidad
de la PCR se estimé mediante el coeficiente de Kappa de
Cohen (K) (Cohen, 1960; Cerda-Lorca et al., 2008), de acuerdo
a la siguiente férmula:

__Pr (a)—Pr (e)
~ 1—Pr (e)
Donde Pr (a) es el resultado de concordancia obser-

vada, y Pr (e) es el resultado de la concordancia ajustando el
azar.

Para propésitos de interpretacion del coeficiente de
Kappa, se empled la tabla de valores propuesta originalmen-
te por Landis (Landis y Koch, 1977).

RESULTADOS

En total se analizaron 110 muestras bioldgicas, 79
(71.8 %) de pacientes sospechosos de FMRR, de éstas, 72
(65.5 %) fueron orinas y 7 (6.4 %) hisopados cuténeos; en el
grupo de comparacion hubo 31 muestras de sangre. Entre
las variables analizadas, se observé que la edad media de los
casos sospechosos de FMRR fue menor que la del grupo de
comparacién (20.9 + 15.2) y esta diferencia fue significativa
(p =0.002).

Se observo que los pacientes con sospecha de FMRR
tenian un mayor promedio de dias transcurridos desde el
comienzo de sus sintomas que los sujetos del grupo de
comparacioén, en los pacientes a los que se les tomé muestra
de orina, en promedio tenian 6.2 £ 3.3 d, mientras en los de
hisopado cutdneo la media fue de 7.3 + 2.0. La media del gru-
po de comparacioén fue de 3.8 + 2.2, esta diferencia también
fue significativa (p < 0.001). Otra variable significativamente
diferente (p = 0.009) fue la cuenta plaquetaria (x 10%), con
los pacientes de hisopado, mostrando los valores mas bajos
(41.25 +30.55) seguidos por los de muestra de orina (94.54 +
90.00). Los detalles se muestran en la Tabla I.

Se observé que 23 de las 72 (31.9 %) muestras de orina
analizadas tuvieron un resultado confirmatorio a infeccién
por rickettsia y que 7 (30.4 %) de esos sujetos fallecieron,
mientras 3 (6.1 %) murieron en el grupo de pacientes (n = 49)

Tabla I. Condiciones de pacientes sospechosos de FMRR por tipo de muestra.
Table I. Conditions of RRMF-suspected patients by sample type.

Pacientes con

Pacientes con Pacientes Gpo

Condicion orina Hisopado comparacion p"
N (%) [n =72] N (%) [n=7] N (%) [n =31]
Muestras positivas 23 (31.94) 3(42.85) 0(0.0) 0.557
Edad (Media + DS) & 11.79 + 10.34 13.11 +7.07 20.90 + 15.19 0.002*
Defunciones 10(13.8) 2 (28.57) 0(0.0) 0.301
'(Dr;a: d?ae:g’sl;f'm 6.16 +3.32 7.28+197 3774221 <0001
Manejo del paciente*
- Hospitalario 70(97.22) 7 (100.0) 27 (87.09) 0065
- Ambulatorio 2(2.78) 0(0.0) 4(12.91)
Cuadro Clinico*
- Fiebre 72 (100.0) 7 (100.0) 31 (100.0) 1.000
- Exantema 55 (76.38) 5(71.42) 18 (58.06) 0.096
- Malestar General 57 (79.16) 6(85.71) 26 (83.87) 0.565
- Cefalea 65 (90.27) 7 (100.0) 29 (93.54) 0.720
- [lefg;;elff]s(me diasDgy 9454+9000 412543055 13742:7558  0.009*
- 'Ei;‘gs‘;i'fljs‘(me diasDgs 9424554 10124571 8444761 0092
Localidad de residencia*
- Rural 16 (22.23) 3(42.86) 12 (38.70) 0.076
- Urbana 56 (77.77) 4(57.14) 19 (61.29)

& Basado en una prueba de ANOVA; # Basado en una prueba chi cuadrada; *
Estadisticamente significativo a un nivel de confianza del 95 % ;
A/ Dias de evolucion desde el comienzo de los sintomas hasta la toma de la muestra
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negativos a R. rickettsii, lo que fue estadisticamente diferente
(p = 0.009). También se encontraron diferencias significativas
(p =0.007) en el conteo de plaquetas (x 103), pues los sujetos
positivos tuvieron un promedio inferior (58.82 + 56.17) al
compararlos con los pacientes con orina negativa (111.3 £
98.17) (Tabla Il). No se apreciaron diferencias significativas
en las variables analizadas entre los pacientes del grupo de
hisopado cutaneo.

Entre las 23 muestras de orina positivas, en 21 se
confirmé infeccion por R. rickettsii y en otras dos se identi-
fico al género Rickettsia, pero no a la especie. Al estimar el
coeficiente de Kappa se alcanzo un valor de 0.615, con un IC
95 % (0.386, 0.8436). En cuanto a los 7 hisopados cutaneos
analizados, en 3 (42.8 %) pacientes se confirmé infeccion por
R. rickettsii; en este caso el coeficiente de Kappa fue de 0.417,
aunque no tuvo significancia estadistica.

Otra caracteristica analizada fueron las diferencias en
cuanto a la época del afo en que la muestra fue obtenida,
observandose que la mayor proporcién (n = 38; 52.7 %) de
muestras se alcanzé durante el trimestre agosto-octubre, el
de mayor temperatura y humedad ambiental, esta diferencia
fue significativa (p < 0.001); en este trimestre, el mayor por-
centaje (50.0 %) de positividad ocurrié en septiembre (Figura
2). También apreciamos que la mayor proporcién (77.5 %)
de muestras correspondié a pacientes menores de 18 anos,
aunque la tasa de positividad (40.0 %) mas elevada se encon-

Tabla Il. Condiciones de pacientes sospechosos de FMRR con muestra de
orina positiva o negativa.

Table II. Conditions of RRMF-suspected patients with positive or negative
sample.

Pacientes con  Pacientes con

Orinas Orinas
Condicion positivas negativas PV
N (%) [n = 23] N (%) [n = 49]

Edad (media + DS) 11.87 + 10.08 11.73 £ 10.56 0.818
Defunciones 7 (30.43) 3(6.12) 0.009*
(L:T':‘ d‘ijaef‘g’;;'o” 6.86+2.77 5714337  0.159
Manejo del paciente*

- Hospitalario 23 (100.0) 47 (95.91)

- Ambulatorio 0(0.0) 2 (4.08) 0.325
Cuadro Clinico*

- Fiebre 23(100.0) 49 (100.0) 1.000

- Exantema 20 (86.95) 34 (69.38) 0.147

- Malestar General 18 (78.26) 38 (77.55) 1.000

- Cefalea 20 (86.95) 43 (87.75) 1.000

- ng;‘/e;ﬁ (media 4 Dgyr  SBB2E5617 111319817 0007*

- Leucocitos

[x10¥ uL] (media + DS)* 10.63 + 5.60 8.97 + 5.60 0.193

Localidad de residencia*

- Rural 7 (30.43) 9(18.36)

- Urbana 16 (69.56) 40 (81.63) 0.361

& Basado en una prueba U de Mann- Whitney; # Basado en una prueba chi
cuadrada; * Estadisticamente significativo

a un nivel de confianza del 95 %; A/ Dias de evolucion desde el comienzo
de los sintomas hasta la toma de la muestra

tré en las muestras de nifos menores de 5 afos y los adultos
jovenes entre 19y 30 afos.

Finalmente, la mayor proporcién de muestras positivas
se aprecio en los sujetos en quienes se tomd la muestra entre
el sexto (70.0 %) y séptimo dia (66.7 %) de evolucidn clinica,
aunque el mayor volumen (n = 19; 23.8 %) de muestras fue
tomado en el quinto dia, detectando en este, una positividad
de 31.6 %. No obstante, se detectd infeccidn rickettsial en la
muestra de un paciente con 4 d de evolucién de los sintomas.

DISCUSION

Nuestros hallazgos sustentan que la prueba de PCR
punto final en muestras de orina es una técnica confiable
para confirmar la sospecha clinica de FMRR. Esto al compa-
rarse con el desempeno de la misma prueba en muestras de
sangre total. También observamos que en orina es posible
detectar la infeccion por R. rickettsii desde el 4° dia de evo-
lucion clinica, un momento relativamente temprano de la
enfermedad. La identificacion de la bacteria en orina puede
ser explicada por el dafo renal que ocurre en pacientes con
formas graves de FMRR que ameritan hospitalizacion, sea por
la liberacion sistémica de endotoxinas y la activacion de la
cascada inflamatoria o por la invasion directa de la bacteria
al tejido renal (Stevens et al., 2014; Kamath e lyengar, 2017).

Es importante considerar la potencial ventaja de la
muestra de orina sobre la muestra sanguinea para diagnos-
ticar FMRR, pues se ha documentado que la sensibilidad de
ensayos de PCR tradicionales en muestras de sangre total es
del 80 % (Kato et al., 2013). Es posible inferir que esta capa-
cidad aumentaria a partir del sexto y séptimo dias cuando el
rindn tiene un mayor dano tisular (Bouatra et al., 2013) y la
etapa critica de la enfermedad ha comenzado. Por ello, reco-
mendamos nuevos estudios sobre el tdépico, incrementando
el tamano de la muestra, considerando cuidadosamente los
dias de evolucién clinica e integrando un control interno
para incrementar la reproducibilidad y ensayar la técnica de
PCR en tiempo real.

No tenemos antecedentes de estudios previos en
México para evaluar la confiabilidad de PCR en muestras de
orina para confirmar el diagnéstico de FMRR. Los hallazgos
de esta investigacién pueden ser utilizados como fundamen-
to para incrementar la bisqueda de R. rickettsii en muestras
de orina de pacientes con sospecha de FMRR. A la ventaja de
que la recoleccion de la muestra de orina es menos invasiva
y dolorosa que la de sangre total, debe considerarse que es
superior en términos de oportunidad que la confirmacion en
muestras sanguineas por IFl, que requiere que transcurran al
menos tres semanas desde el comienzo de sintomas para de-
tectar el incremento en los titulos de anticuerpos I1gG (Oteo
etal, 2014; Biggs et al., 2016). En el caso de Sonora, la mayor
proporcién de desenlaces fatales ocurre entre el séptimo y
décimo (media 9.3 d) dia de evolucion (Alvarez et al., 2021)
por lo que sigue siendo una necesidad encontrar técnicas
confiables para el diagnéstico de la enfermedad en su etapa
inicial, pero PCR en muestras de orina parece ser una buena
alternativa.
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Figura 2. Muestras de pacientes sospechosos de FMRR, segin mes de la toma y resultado.
Figure 2. Samples from patients with suspected FMRR, according to the month of collection and result.

Respecto a la confiabilidad de PCR para confirmar
FMRR en muestras de tejido obtenidas mediante hisopado
cutdneo, se encontré que, aunque tiene una capacidad
moderada de acuerdo con la escala propuesta por Landis
(1977), no fue estadisticamente significativa, probablemen-
te porque tuvimos un reducido nimero de pacientes que
desarrollaron escaras, lo que limitd el poder estadistico de
la muestra. A diferencia de otras rickettsiosis del grupo de
fiebres manchadas, como en infecciones por R. parkeri o R.
massiliae, la presencia de escaras, aunque posible en FMRR,
es muy infrecuente (Walker et al., 1981; Argliello et al., 2012).

Por lo anterior, no tenemos evidencia que apoye la
colecta rutinaria de tejidos mediante hisopado cutdneo para
el diagnostico de FMRR; sin embargo, en caso de identificarse
una escara en pacientes con sospecha, alentamos a que se
les tome hisopado cutaneo, pues como hemos documenta-
do se identificé R. rickettsii en 3 hisopados cutaneos, uno de
ellos en un paciente con resultado negativo en sangre, quien
cursaba su tercer dia de tratamiento con doxiciclina. No po-
demos descartar totalmente la potencial utilidad de PCR en
este tipo de muestra bioldgica, pues ya otros investigadores
(Bechah et al., 2011) identificaron la bacteria utilizando esta
técnica, especialmente en pacientes con mas de seis dias de
evolucion, cuando existe una mayor concentracion de bac-
terias en la lesidon o escara. En escenarios similares a Sonora,
el hisopado de escaras puede contribuir a identificar otras
especies de Rickettsia diferentes de R. rickettsii, como ha sido
demostrado en otras regiones (Parola et al., 2013).

Aunque no fue un objetivo del estudio, un hallazgo
interesante es que fue mas frecuente encontrar un resultado
positivo en muestras tomadas entre las 14:00 y las 21:00 h,
contrario a la recomendacion de que el mejor momento para
la toma de estas muestras sea por la mafana, cuando existe
mayor carga de la bacteria (Kato et al., 2016). No obstante,
recomendamos que se lleven a cabo nuevos estudios regio-
nales para concluir al respecto.
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Se reconoce que la ocurrencia de FMRR es mayor
cuando la temperatura y humedad ambientales se incre-
mentan, favoreciendo el crecimiento, desarrollo, patrones de
alimentacién y multiplicacién de las garrapatas R. sanguineus
(Cheny Sexton, 2008; Parola et al., 2018), esto es consistente
con lo que observamos en nuestro estudio, pues la mayor
proporcién (21.3 %) de muestras sucedié en octubre y la
mayor tasa de positividad (50.0 %) en septiembre, cuando la
temperatura media es de 29 °CYy el porcentaje de humedad
relativa es superior al 30 % (CONAGUA, 2021), condiciones
que se asocian a una mayor actividad alimentaria de la ga-
rrapata R. sanguineus, a incremento de transmisién e incluso,
a la ocurrencia de formas mas severas de rickettsiosis del
grupo de fiebres manchadas (Dantas-Torres, 2008; Parola et
al., 2008). En este sentido, es recomendable efectuar en el
corto plazo, investigaciones regionales para secuenciar los
fragmentos de amplificacion de DNA de R. rickettsii y corre-
lacionarlos con la severidad de las manifestaciones clinicas.

Dada la poca especificidad de sus manifestaciones
clinicas y la ventana de tiempo requerida, hasta 21 d, para
confirmar mediante la prueba estandar, el diagnéstico de
la FMRR permanece como un desafio. En este escenario, los
ensayos moleculares de la PCR son la opcién mds promisoria
para confirmar la sospecha diagndstica de FMRR utilizando
una variedad de muestras bioldgicas, incluyendo el hisopado
cutaneo (Parola et al., 2013). Una serie de factores, como la
calidad del ADN extraido, la presencia de inhibidores de la
PCR, la seleccién del blanco genético que se amplificarg, el
desempeno de los iniciadores y el grado de aprovechamiento
del ensayo, pueden mermar la sensibilidad y la confiabilidad
de la técnica. Por ello, se ha propuesto que el desarrollo de
ensayos de PCR en tiempo real puede optimizar la capacidad
diagndstica de los métodos moleculares tradicionales, espe-
cialmente su sensibilidad, lo que tendria un impacto clinico
muy favorable pues usando muestras de orina e hisopado
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cutadneo, es posible disminuir a 4 d o menos el periodo para
confirmar FMRR (Zemtsova et al., 2015).

CONCLUSIONES

Las muestras de orina analizadas mediante PCR en
punto final mostraron una sustancial confiabilidad para
detectar infeccién por Rickettsia rickettsii en pacientes con
sospecha clinica de FMRR, cuando se le contrasta con PCR
en muestras sanguineas. Por ello, se plantea que la muestra
de orina es una opcion util para confirmar el diagnéstico de
FMRR en pacientes hospitalizados, y puede emplearse en
pacientes con vasculitis severa o con dafo endotelial sisté-
mico como la trombocitopenia, en los que hay dificultad para
tomar una muestra sanguinea.

Considerando que la presencia de escaras en FMRR es
muy rara, el hisopado cutdneo no parece ser una alternativa
que deba emplearse rutinariamente ante este tipo de pacien-
tes. Pero si es una opcién que debe considerarse en Sonora
cuando se detecten pacientes con sospecha de alguna fiebre
manchada acompaiada por el desarrollo de escaras, pues es
posible identificar la infeccién por alguna Rickettsia diferente
a R. rickettsii, lo que es factible pues hay evidencia de R. parke-
ri en garrapatas de la region (Delgado-de la Mora et al., 2019).

Nuestros hallazgos pueden representar una linea ba-
sal para futuras investigaciones regionales respecto a la ca-
pacidad diagnéstica de la PCR en muestras biolégicas como
la orina y tejido recolectado mediante hisopado cuténeo, lo
que es necesario pues la FMRR en Sonora se mantiene como
una region de alta endemia y una elevada letalidad.
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RESUMEN

Las saponinas son metabolitos secundarios produci-
dos naturalmente por las plantas debido al estrés biético. Las
plantas del género Yucca se consideran fuente de saponinas,
particularmente de glucésidos esteroidales. Debido a su
estructura quimica, son moléculas con diversas propiedades
funcionales y con actividad biolégica. Este documento ex-
plora de manera critica los procesos tecnolégicos reportados
para la obtencidn de saponinas y extractos con saponinas de
diversas especies del género Yucca, asi como sus propieda-
des, bioactividad y aplicaciones actuales. Se considera que
los extractos con saponinas de yuca presentan un potencial
de uso a nivel industrial en diversas areas, particularmente en
tecnologia de alimentos, salud y agropecuaria.
Palabras clave: Yucca, saponinas, bioactividad, métodos de
extraccion.

ABSTRACT

Saponins are secondary metabolites produced na-
turally by plants in response to biotic stress. Plants of the
Yucca genus are considered a source of saponins, particularly
steroidal glycosides. Due to their chemical structure, they
are molecules with diverse functional properties and biolo-
gical activities. This review critically explores the reported
technological procedures to obtain saponins and saponin
rich extracts from species of the Yucca genus, as well as their
properties, bioactivity, and current applications. Yucca sapo-
nin extracts are considered to have potential for industrial
application in various areas, particularly in food technology,
health and agriculture.
Keywords: Yucca, saponins, bioactivity, extraction methods.

INTRODUCCION

Las saponinas son un conjunto de metabolitos se-
cundarios producidos principalmente por plantas, donde
forman parte del sistema de defensa contra patégenos y
depredadores. Diversos géneros de plantas pueden producir
estos compuestos en distintas partes como semillas, raices,
hojas, frutos, tallos y cortezas. Un rasgo distintivo de las

saponinas es su capacidad de producir espuma por lo que
tradicionalmente se han usado como jabén (Francis et al.,
2002; Reichert etal., 2019).

Los usos actuales de las saponinas estan directamente
relacionados con su estructura quimica. Estas son moléculas
anfifilicas, con una parte hidrofébica y otra hidrofilica (Glgli-
Ustiindag y Mazza, 2007; Vincken et al., 2007). Esta caracteris-
tica hace que las saponinas tengan propiedades emulgentes
y estabilizantes que han encontrado aplicaciéon en el drea
farmacéutica y en la industria agroalimentaria (Cheok et al.,
2014). Muchas de las aplicaciones propuestas para las sapo-
ninas se basan en que su efecto y actividad generalmente
son inocuas (Piacente, et al., 2005; Giicli-Ustiindag y Mazza,
2007) y biocomplatibles. Incluso algunas saponinas o extrac-
tos ricos en saponinas han logrado certificaciones tipo GRAS
(sustancia “Generalmente reconocida como segura’, por su
traduccion del inglés) en diversas regiones del mundo (En-
vironmental Protection Agency 2000, 2007; 21CFR172.510,
2019). Diversos estudios cientificos han reportado saponinas
con actividad inmunoestimulante, hipocolesterolémica,
antiinflamatoria, antiparasitaria, antimicrobiana, antiviral e
incluso propiedades anticancerigenas contra ciertas lineas
celulares especificas (Lacaille-Dubois y Wagner, 1996; Francis
et al., 2002; Giicli-Ustiindag y Mazza, 2007). Actualmente,
investigaciones cientificas contindan explorando caracte-
risticas quimicas y propiedades funcionales de saponinas
de diversas fuentes vegetales, asi como el desarrollo de tec-
nologias para la aplicaciéon de extractos ricos en saponinas,
particularmente en dreas médicas, nutricionales, tecnologia
de alimentos, agricultura, ganaderia y acuacultura (Juang y
Liang, 2020; Schreiner et al., 2021).

Plantas pertenecientes a la subfamilia Agavoideae son
consideradas fuentes de saponinas con propiedades funcio-
nales atractivas para su uso (Simmons-Boyce y Tinto, 2007).
En particular, especies del género Yucca han mostrado ser
ricas en saponinas que se pueden encontrar en mayor pro-
porcion en tallos, hojas o rizomas dependiendo de la especie.
Las yucas son un conjunto de especies de plantas nativas de
América del Norte, que suelen encontrarse en habitats aridos
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y semidridos. Actualmente, poblaciones naturales de Yucca
schidigera son aprovechadas a nivel comercial con uso prin-
cipalmente en el drea agropecuaria. El contenido de saponi-
nas de este tipo de productos se considera esencial en sus
aplicaciones. En este contexto resulta relevante desarrollar
conocimiento tanto sobre las sustancias activas presentes
en distintas yucas, como de los procedimientos tecnolégicos
aplicables para maximizar su extraccién. Lo anterior es con la
idea de que el aprovechamiento de la yuca, como un recurso
natural valioso, sea efectivo y responsable. Por este motivo,
se presenta una compilacion critica de las propiedades fun-
cionalesy los principales procesos de obtencion de extractos
ricos en saponinas de distintas especies del género Yucca.

Saponinas

La palabra‘saponina’ proviene del latin‘saponinus;, que
significa “perteneciente al jabon”y hace referencia a la capa-
cidad de esta sustancia para generar espuma similar al jabén
(Juang y Liang, 2020). Es por esto que tradicionalmente las
saponinas han sido empleadas como detergente, insecticida
o fertilizante. Entre las aplicaciones actuales se encuentra
su uso como limpiador de aguas residuales o como aditivo
alimentario, por sus propiedades emulsionantes. De manera
relevante, se utilizan extractos con saponinas para mejorar la
producciéon agricola, porque estimula el crecimiento de las
plantas, ademas de tener actividad insecticida y antifingica
(Benichou et al., 1999; Giiclii-Ustiindag y Mazza, 2007).

En la naturaleza, las saponinas son metabolitos se-
cundarios distribuidos ampliamente en el reino vegetal. Su
funcidn fisioldgica esta implicada en la defensa contra pato-
genos y herbivoros (Cheok et al., 2014; Juang y Liang, 2020).
Diversas plantas son consideradas fuentes de saponinas y
estas pueden localizarse en semillas, frutos, hojas, tallos y
raices. Usualmente las saponinas se encuentran formando
parte de una matriz compleja con otros compuestos como
azucares, polifenoles, proteinas y lipidos (Cheeke, 2000). La
cantidad de saponinas depende de una variedad de factores
como la especie de planta, su edad, condiciones climaticas
y presencia de patdégenos o depredadores (Fenwick et al.,
1991).

Estructura Quimica

En la estructura quimica de la saponina se reconocen
dos partes principales. La parte conocida como aglicona
0 sapogenina es una estructura hidrofébica que puede ser
triterpenoide o esteroide (Figura 1). Las sapogeninas son
denominadas acorde a la estructura del anillo principal; las
de naturaleza triterpenoides, segin su estructura principal,
pueden ser oleanano pentaciclico, ursano, lupano y dama-
rano tetraciclico (Figura 1a). Por otro lado, en las saponinas
de naturaleza esteroidal el nucleo de la estructura puede
ser colestano tetraciclico, espirostano hexaciclico, furostano
pentaciclico y cardendlido (Figura 1b) (Francis et al., 2002;
Cheeke et al., 2006; Juang y Liang, 2020).

La parte complementaria de la estructura de saponi-
nas son glucidos de caracter hidrofilico. Las sapogeninas se
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pueden clasificar segun el nimero de residuos de azucary se
denominan como mono, di- o tridesmosidicas cuando pre-
sentan uno, dos o tres residuos de azucar, respectivamente.
Las moléculas de azicar en la estructura de las saponinas
esteroidales usualmente estdn unidas en los carbonos C-3
y C-26. Por su parte, en las saponinas triterpenoides los
glucidos estan unidos en los carbonos C-3 y C-28 (Francis et
al., 2002; Cheeke et al., 2006; Juang y Liang, 2020). Entre los
azucares mas comunmente encontrados en saponinas se in-
cluyen la D-glucosa, D-galactosa, 4cido D-glucurdnico, acido
D-galacturonico, L-ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa y D-fucosa
(Guicli-Ustiindag y Mazza, 2007).

HiC

3

Figure 1

Basic chemical structure of the hydrophobic backbone of saponins that have cither a (@) steroid (furostan) or.
@® i ® in type, 1 ified from & Marston (1995).

Figura 1. Estructura quimica del esqueleto de las sapogeninas con aglicona
(a) esteroide (furostan) o (b) triterpeno (tipo B-amirina, oleananos).

Existen numerosas variaciones posibles en la estruc-
tura quimica, tanto de las sapogeninas (aglicona) como en
los glucidos incluidos. Es por esto que se han reportado una
variedad considerable de saponinas de diversas fuentes
vegetales y otros grupos de seres vivos. Incluso es comun en-
contrar diversos tipos de saponinas presentes en una misma
especie.

Propiedades Funcionales

Debido a la variabilidad en su estructura quimica,
las saponinas presentan caracteristicas fisico-quimicas con
diversas propiedades funcionales. Estas son base para su
uso en diversas areas, como la agricultura, biotecnologia, in-
dustria alimentaria, cosmética y farmacologia. Las saponinas
son consideradas como surfactantes naturales utiles para la
formacion de emulsiones y espumas, con capacidad humec-
tante y limpiadora. Por ello, recientemente se ha propuesto
el uso de saponinas como reemplazo para los productos sur-
factantes de origen sintético, debido a que son obtenidas de
fuentes renovables naturales (Bezerra etal., 2021). También se
estd evaluando su incorporacién en alimentos, considerando
la actividad antimicrobiana y antiparasitaria de extractos
con saponinas (Hasnudi et al., 2019). Incluso organizaciones
regulatorias internacionales, como la FDA, han otorgado el
reconocimiento GRAS a saponinas de algunas especies para
su uso como aditivo en alimentos y bebidas, estableciendo
limites de consumo maximo para asegurar su inocuidad. Por
su parte la FAQ, a través del Codex Alimentarius, aprobé el
uso del extracto de Quillaja, rico en saponinas triterpénicas,
en bebidas y alimentos, con limite maximo de consumo de
hasta 500 mg/kg al dia (Reichert et al., 2019; Jiménez et al.,
2021).
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Las saponinas presentan actividad biolégica, con
beneficios a la salud, dependiendo principalmente del tipo
de sapogenina, los azUcares unidos a la estructura y su con-
centracion en la fuente vegetal. Entre las plantas utilizadas en
la medicina herbal para tratar diversas enfermedades, la ma-
yoria son consideradas fuentes de saponinas con potencial
de aplicacion médica mediante el desarrollo de farmacos (Ta-
naka et al., 1996; Matsuura 2001; Kerwin, 2004). Por ejemplo,
en la medicina tradicional china se utiliza el ginseng y otras
plantas ricas en saponinas debido a su actividad antifungica,
antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, anticancerigena,
antioxidante y por efectos inmunomoduladores (Juang y
Liang, 2020).

Entre las propiedades funcionales de las saponinas se
ha reportado que pueden formar complejos insolubles con el
colesterol, evitando su absorcion y ayudando a su excrecion,
con efectos hipocolesterolémicos (inhibiendo el reciclaje del
colesterol enterohepatico) (Cheeke et al., 2006). En estudios
con animales, se han encontrado diferentes efectos de las
saponinas a nivel sistémico, como incremento en la absor-
cién de nutrientes a nivel gastrointestinal, mayor actividad
hipoglucemiante e hipocolesterolémica, estimulacién de las
células mediadoras del sistema inmune, mayor produccién
de anticuerpos, asi como funcién antioxidante, antifungica,
antiviral y antiparasitaria (Francis et al., 2002). Debido a su
naturaleza anfipatica, presentan propiedades tensoactivas
que mejoran la penetracion de proteinas a través de las
membranas celulares (Cheeke, 2000; Patel, 2012). Se ha in-
vestigado la actividad citotoxica de saponinas de diferentes
plantas contra leucemia, cancer de pulmén, colon, ovario,
rinén, préstata y mama, encontrando que algunas de ellas
tienen alta actividad contra las lineas de cdncer mencionadas
(Patel, 2012).

Fuentes

Las saponinas se pueden obtener de diversas partes
de las plantas desde las semillas hasta la corteza (Francis
et al., 2002). Se ha reportado la presencia de saponinas en
mas de 100 familias de plantas y en algunas especies mari-
nas como la estrella de mar y el pepino de mar. Una misma
especie puede contener mdas de un solo tipo de saponinas,
lo cual dependera de diversos factores tanto ambientales
como genéticos de la planta (Lacaille-Dubois y Wagner,
1996). Se considera también que los tratamientos durante
la plantacién, cosecha, postcosecha y procesamiento de la
muestra afectan el tipo y cantidad de saponinas presentes
(Glicli-Ustiindag y Mazza, 2007).

En alimentos de consumo humano, las saponinas se
encuentran en soya, lentejas, chicharos, frijoles, habas, mani,
garbanzo, avena, quinoa, esparragos, té y ajo (Burrows et al.,
1987; Matsuura 2001; Kerem et al., 2005). Dentro del reino
vegetal se han identificado y caracterizado algunas saponi-
nas de los géneros Glycine, Chenopodium, Quillaja, Medicago,
Aesculus, Malphiguia, Glycyrrhiza, Saponaria, Trigonella y
Yucca, entre otras (Bezerra et al., 2021).

Se haidentificado la presencia de saponinas en nume-
rosas especies del género Yucca. Estas plantas son arbustos
perenes de tallos duros y rigidos que viven durante muchos
anos (El Sayed et al., 2020). Tomando en cuenta la cantidad de
saponinas presentes en algunas especies de yuca, estas son
consideradas fuente potencial para su extraccion (Jiménez et
al.,, 2021).

Saponinas de Yucca

El género Yucca, de la familia de las agavaceas, com-
prende alrededor de 50 especies de plantas diferentes. Estas,
por lo general, viven en climas calidos y secos, predominan-
temente en zonas desérticas, aridas y semiaridas de América
del Norte y Central. Entre las especies que se encuentran en
México, se han reportado Yucca schidigera (yuca de Mojave,
[Mojave yucca]) en los desiertos de Baja California y Sonora,
Yucca baccata (yuca banana, [datil yuccal) en la sierra baja
de Sonora, Yucca elata (yuca de arbol de jabdn o cortadillo,
[soaptree]) en los desiertos de Sonora y Chihuahua, o Yucca
elephantipes (yuca de izote, yuca pie de elefante [giant yuc-
ca)]) distribuida en el sureste de México. En las zonas aridas
de Estados Unidos, prevalecen las especies Yucca whipplei
(yuca chaparral o bayoneta espanola, [Chaparral yucca]) en
el chaparral al sur de California y Yucca brevifolia (arbol de
Josué, [Joshua tree]) en el desierto de Mojave (Patel, 2012;
Gutiérrez-Garcia et al.,, 2021; Jiménez et al., 2021). Nuestros
ancestros empleaban algunas de estas especies con fines
medicinales para tratar diversas condiciones como el dolor
articular, sangrado, inflamaciones de la uretra y préstata. Se
ha reportado que raices de yuca se trituraban para hacer
cataplasmas para tratar heridas y aliviar sintomas de enfer-
medades como el reumatismo (Waller y Yamasaki, 1996a;
1996b; Patel, 2012).

En el género Yucca predominan las saponinas de
tipo espirostanico y furostanico en las especies Y. gloriosa, Y.
glauca, Y. schidigera, Y. aloifolia, Y. desmetiana, Y. elephantipes,
Y. macrocarpa y Y. smalliana. (Jiménez et al., 2021). Especifi-
camente, en Y. shidigera se han documentado saponinas
de tipo esteroidal de espirostano, en Y. elephantipesde tipo
esteroidal, en Y. gloriosade tipo esteroidales de furostanol, y
en Y. aloifoliaesteroidales de espirostanol (Bahuguna et al.,
1991; Nakano et al., 1991a; Oleszek et al., 2001; Kowalczyk et
al., 2011; Skhirtladze et al., 2011; Zhang et al., 2013; Qu et al.,
2018b).

Diversos estudios se han enfocado en la extraccion de
saponinas de las plantas del género Yucca. El contenido de
saponinas en distintos extractos es variable, pues se emplean
diversas técnicas de obtencion y procesos de purificacion,
aunado a la variabilidad natural. Al momento se han reporta-
do mas de 100 diferentes saponinas de Yucca (Jiménez et al.,
2021). Solo algunos extractos ricos en saponinas y saponinas
aisladas de las especies de Yucca mencionadas previamente
son reconocidos como sustancias GRAS. Destaca el caso de
Yucca schidigera, la cual cuenta con pruebas experimentales
reconocidas que aseguran su inocuidad (Qu et al., 2018b). A
pesar de la identificacion de algunas saponinas de las diver-
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sas especies del género Yucca, aun son necesarios estudios
para establecer rangos de concentracién de consumo, que
por un lado presenten bioactividad al tiempo que aseguran
su inocuidad en el ser humano y otras especies (Piacente, et
al., 2005; Jiménez et al., 2021).

Métodos de obtencion

Las propiedades funcionales de los extractos con
saponinas de yuca, con aplicaciones principalmente en areas
de salud y agroalimentarias han motivado un creciente inte-
rés. Entre los objetivos predominantes en los estudios dispo-
nibles destaca la atencién sobre los procesos de extraccién
(Cheok et al.,, 2014). Actualmente existen diversas técnicas
reportadas y utilizadas; no obstante, la seleccién de la téc-
nica dependerd de factores como la condicidn y pureza de
la muestra, el propdsito del estudio y recursos econémicos
(Reichert etal., 2019).

Entre las técnicas reportadas para la extraccion de
saponinas se encuentran, en primera instancia, los métodos
que emplean solventes organicos, de uso habitual, pero
que implican largos periodos y altas temperaturas para
dispersar efectivamente la muestra y lograr la liberacion
de las saponinas y otros compuestos. Debido a los altos
requerimientos de tiempo, energia y esfuerzo, ademas de
rendimientos limitados obtenidos con estos procesos, han
surgido los métodos basados en “tecnologias verdes”. Este
tipo de métodos hacen referencia a un mayor cuidado del
medio ambiente y consisten en la optimizacién del tiempo,
energia y el uso de solventes mdas seguros durante la extrac-
cién de las saponinas. Dentro de la tecnologia habitual se
encuentran las técnicas como maceracion, reflujo, Soxhlet y
procesos combinados o secuenciales. El uso de tratamientos
con ultrasonido o microondas son ejemplos de tecnologias
de extracciéon asistida. A pesar de los diversos beneficios
atribuidos al uso de las tecnologias verdes, tanto en aspectos
ambientales, de rendimiento y econémicos, la mayoria de las
investigaciones reportan extracciones usando los métodos
tradicionales (Cheok et al., 2014).

El conjunto de técnicas reportadas para la extraccion
de saponinas de las especies del género Yucca pueden
clasificarse en métodos simples, complejos y con asistencia
tecnoldgica. Los métodos simples consisten en la extraccién
directa del tejido vegetal con un solo tipo de disolvente. Los
métodos complejos utilizan una secuencia determinada de
extracciones simples con uno o mas solventes distintos. Por
su parte, los métodos con asistencia tecnolégica utilizan
equipos especializados basados en procesos fisicos, como
la cavitacion (ultrasonido) o vibracién inducida de dipolos
(microondas), para mejorar la eficiencia de procesos de ex-
traccion basados en solventes (Cheok et al., 2014; Reichert et
al., 2019). La mayoria de las extracciones reportadas para las
especies de Yucca son de tipo complejo, empleando diversos
solventes. Solo algunos reportes incluyen también procedi-
mientos de purificacion para aislar y caracterizar las saponinas
presentes en los extractos vegetales (Jiménez et al., 2021).
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Un esquema general para la obtencién del extracto
con saponinasinicia con en elacondicionamiento de la mate-
ria prima. Esta etapa incluye desde la obtencién de la materia
prima (tejido vegetal), almacenamiento, secado, molienda y
otros, hasta tener el material listo para la etapa de extraccion.
En dicha etapa se utiliza el procedimiento seleccionado de
cualquiera de los tipos mencionados anteriormente. Final-
mente, los pasos subsecuentes estardn determinados por el
grado de pureza que se desea lograr, ya sea utilizar los extrac-
tos en crudo o utilizar métodos de purificacion y aislamiento
(como cromatografia) para obtener las distintas saponinas
presentes en la muestra (Cheok et al., 2014; Reichert et al.,
2019; Jiménez et al., 2021).

Para obtencién de los extractos de Yucca gloriosa se
han utilizado rizomas, hojas y flores de la planta; entre los
solventes reportados se menciona el metanol, butanol, hexa-
no, cloroformo y agua (Montoro et al., 2010; Skhirtladze et
al., 2011). Para la identificacion de las saponinas (glucésidos
esteroidales), las hojas fueron sometidas a una extraccion
inicial con metanol - agua, posteriormente se realizé la eva-
poracién de metanol y se sometié a una segunda extraccion
con cloroformo para eliminar compuestos lipofilicos que
pudiera contener el extracto. El tratamiento butandlico fue
utilizado como una purificacién previa a la cromatografia
HPLC-MS para la identificacion y caracterizacion de saponi-
nas (Kemertelidze et al., 2011).

Utilizando Yucca schidigera como materia prima,
se han obtenido extractos de la corteza y el tallo. Entre los
solventes utilizados se encuentran cloroformo, agua, etanol
y metanol, empleando procedimientos tipo Soxhlet y co-
lumnas empacadas (Miyakoshi et al., 2000; Kowalczyk et al.,
2011). Otros estudios reportan extraccion mediante reflujo
con etanol-agua y posterior purificacién con cromatografia
(Quetal., 2018a; 2018b).

Investigaciones basadas en el aislamiento y purifi-
cacién de saponinas de distintas especias de yuca suelen
utilizar procesos de extraccién con mezclas agua-alcohol.
También se han empleado procesos de extraccién metané-
lica simple para hojas o rizomas de especies como Y. glauca,
Y. desmettiana y Y. elephantipes (Diab et al., 2012; Yokosuka
et al., 2014). Saponinas esteroidales de tipo espirostanol
fueron aisladas de Y. aloifolia usando etanol como disolvente
(Kishor y Sati, 1990; Bahuguna et al., 1991). También se han
reportado tratamientos mas severos, como maceracién y
extracciéon con acetato de etilo mas el proceso Soxhlet con
eter de petréleo para la extraccion de saponinas de hojas de
Y. ilamentosa (Plock et al., 2001). A nivel industrial, existen
productos de extractos de Yucca schidigera con aplicaciones
en granjas, acuicultura, agricultura, rolado de granos, trata-
miento de agua y uso humano sin especificacién sobre los
métodos de obtencion del extracto (AGROIN, 2022).

Caracterizacion

Para la cuantificacion e identificacion de las saponinas
suelen utilizarse métodos espectrofotométricos y cromato-
graficos. En general, las técnicas de espectrofotometria son
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consideradas simples, rapidas y econémicas. Este tipo de
técnicas es particularmente Gtil para la determinacion de
la concentracion total de saponinas en una muestra. Se ha
reportado el uso de anisaldehido, acido sulfurico y/o acetato
de etilo para formar croméforos, pero el método mas utili-
zado conocido como ‘vainillina-acido sulftrico’ se basa en
la oxidacion de las saponinas triterpénicas con vainillina. Se
debe tener en consideracién factores como los estandares a
utilizar, la longitud de onda con la que se trabajard y condi-
ciones de tratamiento de la muestra para la seleccion de la
metodologia. Estudios para la cuantificacién de saponinas de
diversas plantas han reportado rangos de longitud de onda
480 - 610 nm (Liu et al., 2012; Mostafa et al., 2013).

La cromatografia es una técnica especializada utiliza-
da para cuantificar un tipo de saponinas en especifico. Los
métodos mas cominmente empleados para la identificacion
y separacion de saponinas emplean cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de capa fina (TLC).
Ambos métodos se han utilizado para identificar saponinas
presentes en el género Yucca. Para Y. schidigera se ha utili-
zado HPLC, logrando la identificacién y separacién de 25
saponinas de espirostanol. Para Y. gloriosa se obtuvo un ren-
dimiento por encima del 25 % p/p de saponinas glucésidos
esteroidales (Skhirtladze et al., 2011; Mostafa et al., 2016; Qu
et al., 2018a). Se ha documentado también el uso de croma-
tografia HPLC-ELSD para la identificacion y cuantificacion de
saponinas esteroidales de Y. schidigera (Sastre et al., 2016).

Funcionalidad

La funcionalidad de los extractos obtenidos de las di-
ferentes partes de la yuca dependerd, en gran medida, de es-
tructura quimica de las saponinas presentes. La variabilidad
estructural, tanto de las sapogeninas como de los azucares
unidos a ella, proporcionan diversas funcionalidades a los
extractos con saponina (Bezerra et al., 2021).

Actividad emulsificante

Patentes e investigaciones cientificas han reportado la
capacidad de extractos de Yucca (sin especificacion de espe-
cie) para formar emulsiones (Beath 1914; Ralla et al., 2018).
Las propiedades emulsificantes tienen uso en la industria de
alimentos y cosmética. Recientemente, se ha aumentado la
demanda por la busqueda de productos de origen natural
para la utilizacién en la industria alimentaria. Debido a su
caracter anfifilico, las saponinas presentan la capacidad para
formar emulsiones. Entre las pruebas realizadas a las emul-
siones formadas estan la estabilidad, pH, fuerza idnica, calen-
tamiento, almacenamiento y congelaciéon-descongelacion
(Ralla etal., 2018; Schreiner et al., 2021). La actividad emulsifi-
cante del extracto de Yucca se midié durante la formacion de
particulas; la adicién de extracto disminuy6 el tamafo hasta
5 veces, logrando la formacion de particulas en escala micro,
comparable con el uso de emulsificantes sintéticos (Tween
80) y naturales (goma arabiga) (Ralla et al., 2018).

Propiedades espumantes

Las propiedades espumantes se relacionan con el
poder limpiador de una emulsién con usos en diversas areas
y define su capacidad de limpieza (Mainkary Jolly, 2000). Este
método consiste en determinar el poder y la estabilidad es-
pumante mezclando dos soluciones para formar espuma. Se
mide la altura de la espuma generada al momento de la mez-
clay 5 min después. La primera medicion se refiere al poder
espumante mientras que la segunda medicién (5 min des-
pués) a la estabilidad (Chen et al., 2010). El poder espumante
ha sido estudiado en saponinas puras, presentando un poder
y estabilidad emulsificante 390 % mayor en comparacion
con extractos crudos de plantas (Tribulus terrestris, Trigonella
foenum-graecum y Ruscus aculeatus), siendo consideradas
como buenos agentes emulsificantes y determinando su uti-
lidad en diversas areas de la industria donde esta propiedad
es requerida (Schreiner et al., 2021).

Tension interfacial y superficial

La actividad en la interfase en las emulsiones hace
referencia a la estabilidad de la emulsiéon y es importante
para el disefo de las mismas. Diversos estudios han repor-
tado valores de tension interfacial en compuestos naturales
y sintéticos, reportando mayor actividad en compuestos
naturales (polisacéridos, proteinas y extractos ricos en sapo-
ninas) en comparacién con los sintéticos (Ralla et al., 2017).
Ralla y colaboradores (2018) reportaron una disminucién de
la tensidn en la superficie al adicionar concentraciones del
extracto de yuca en un rango de 85 a 52 % con valores mas
bajos observados en tension interfacial de 3.4 + 0.1 mNm'y
de 37.9 £ 0.2 mN m™ para la tension superficial que indican
la adsorcion de moléculas de saponina anfifilicas a las inter-
fases. Estos valores demostraron ser similares a valores obte-
nidos para emulsificantes sintéticos utilizados en la industrial
(Ralla etal.,, 2018).

La tension superficial tiene también relacion con la ca-
pacidad detergente, ya que al reducir la tension se considera
un buen detergente. Mientras mas tensioactiva sea conside-
rada una sustancia, presenta mayor reduccién de la tensién
interfacial. Su relacién con la concentracién es inversamente
proporcional, es decir, a menor actividad superficial mayor
serd la cantidad de emulsionante requerido para lograr el
efecto deseado (Mainkar y Jolly, 2000).

Actividad biolégica

Al igual que las saponinas extraidas de otras plantas,
las saponinas de Yucca han demostrado presentar diversos
efectos bioactivos. Entre estos se destaca actividad antiinfla-
matoria, antifingica, antimicrobiana y antiparasitaria (Tabla
1). La actividad citotoxica se ha reportado sélo en algunas
especies como Y. glauca, Y. desmetiana, Y. gloriosa, Y. filamen-
tosa y Y. schidigera. Se considera que la actividad mostrada
por cada muestra esta determinada por la fuente, asi como
por la estructura quimica particular de la saponina (Eskander
etal., 2013; Yokosuka et al., 2014; Qu et al., 2018a).
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Se ha encontrado actividad antifungica en extractos
con saponinas de Yucca schidigera, tanto en pruebas in vitro
como en estudios de tecnologia de alimentos. Esta propie-
dad se les atribuye a las saponinas de tipo espirostanos
presentes en los extractos (Piacente et al., 2005). Se percibe
un potencial considerable de aplicacion de los extractos
con saponinas de yuca en la industria alimentaria, debido a
sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. De igual
manera se ha observado que extractos con saponinas de
yuca mejoran el contenido de lipidos en carne de pollo para
consumo humano. Se logra una disminucién de las grasas
saturadas e incrementos en acidos grasos esenciales y poliin-
saturados (Piacente et al., 2005; Benamirouche et al., 2020).

Recientemente se ha reportado actividad antipara-
sitaria y antimicrobiana efectiva de extractos con saponina
de Y. baccata (Quihui-Cota et al., 2014; Gutiérrez-Garcia et al.,
2021). Por su parte, estudios sobre la bioactividad de las sa-
poninas encontradas en Y. gloriosa han reportado que estas
evitan la agregacion plaquetaria, con un efecto positivo en el

sistema circulatorio al evitar eventos de trombosis (Skhirtla-
dzeetal, 2011).

Aplicaciones

Debido a sus propiedades emulsificantes, espuman-
tes, humectantes y de reduccion de la tensidon superficial,
algunas saponinas y extractos de saponinas tienen apli-
caciones en la industria cosmética, farmacéutica, agricola
y alimentaria (Glgli-Ustiindag y Mazza, 2007). Estas son
reconocidas por organismos regulatorios internacionales
como aditivo seguro para el consumo humano, ademas de
ser consideradas no tdxicas, ni mutagénicas. Es por esto que
los extractos de Yucca ricos en saponinas tienen un potencial
considerable de uso a nivel industrial en formulaciones de
bebidas y alimentos. En la industria alimentaria, Yucca schi-
digera es una de las especies que cuenta con la clasificacion
como aditivo alimentario en Estados Unidos por la FDA
(21CFR172.510, 2019); el extracto de rizomas se utiliza como
potenciador de sabor en alimentos y agente espumante en
bebidas carbonatadas (Tanaka et al., 1996).

Tabla 1. Bioactividad e identificacion de saponinas y extractos ricos en saponinas obtenidas de distintas especies

del género Yucca.

Table 1. Bioactivity and identification of saponins and saponin-rich extracts obtained from different Yucca species.

Bioactividad Referencia

Especie Parte de laPlanta Tipo de Saponina
Hojas Esteroidal
Y. filamentosa
Raiz Esteroidal
Tallo Esteroidal
Flores Esteroidal
Y. gloriosa Esteroidal
Rizomas (espirostano,
furostano y
colestano)
Ttz Espirostanol
(Agro industrias) P
Polvo de Yucca )
(Betstrking Esteroidal
Esteroidal
(furostanol)
Rizomas Espiroestanol
Y. schidigera (yuccaol y
yuccaone)
Extracto
(Desertking) y Esteroidal
polvo de corteza
Tallo Espirostanol
Extracto
Y. glauca Rizomas Esteroidal
Y. smalliana Hojas Esteroidal
Y. baccata Tallo (extracto) Esteroidales
Y. aloifolia Hojas Yuccaol By C

antimicrobiana (El Sayed et al., 2020)

(Plock et al., 2001)
(Nakano etal., 1991a)

(Nakano et al., 1991b)

(Skhirtladze et al., 2006)

Antimicrobiana:
bactericida 'y
fungicida en

alimentos

(Miyakoshi et al., 2000)

Antimicrobiana
en animales

(Oleszek et al., 2001; Narvaez et
al., 2013)

Antiagregacion

plaquetaria (Skhirtladze et al., 2011)

Antioxidante (Wang et al., 2000)

(Kowalczyk et al., 2011)

(Quetal., 2018a; 2018b)

Antiinflamatoria (Cheeke etal., 2006)

Reduccién de
acidos grasos
Actividad
citotoxica
Antimicrobiana
y antifungica
Antiparasitariay (Quihui-Cota et al., 2014; Gutiérrez-

antimicrobiana Garcia etal., 2021)

(Simmons-Boyce y Tinto, 2007)

Benamirouche et al., 2020

(Yokosuka et al., 2014)

(Jin etal., 2007)

Citotoxica
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En Japdn, las sustancias compuestas de saponinas
obtenidas de Y. schidigera se encuentran dentro de la lista
de aditivos alimentarios existentes, aprobado para ser usado
como aditivo natural por el Ministerio de Salud y Bienestar de
Japon (The Japan Food Chemical Research Foundation 2022).
Entre sus usos como aditivo alimentario se han reportado
como emulsificante en bebidas y remocién de colesterol en
productos lacteos durante el procesamiento de los alimentos
(Piacente et al., 2005).

Existen al menos dos empresas dedicadas a la inves-
tigacién y comercializacién de saponinas de Y. schidigera:
Desert King (Desert King Int., 2021) y Baja Agro International
S. A. de C. V. (AGROIN, 2022). Actualmente, en el mercado
se encuentran disponibles el polvo y el extracto acuoso de
Y. schidigera, productos derivados de la planta usadas como
fuentes de saponinas para diferentes usos. Se ha documen-
tado su uso en productos de limpieza, de uso personal en
cosmética, en la industria farmacéutica, alimentacién para
animalesy aditivo en bebidas carbonatadas debido a sus pro-
piedades surfactantes (Piacente et al., 2005; Giiclii-Ustiindag
y Mazza, 2007).

CONCLUSIONES

Las plantas del género Yucca son una fuente de sapo-
ninas que han demostrado propiedades bioldgicas y funcio-
nales con potencial aplicacién en la industria alimentaria y
farmacéutica. Debido a la complejidad de la estructura de
las saponinas, sus caracteristicas fisico-quimicas (como su
solubilidad en agua) y la matriz en la que se encuentran en
la planta, la optimizaciéon de los métodos de extraccion es
un factor que puede contribuir al avance del conocimiento
sobre las pruebas funcionales y bioactividad de la saponinas
de las especies de este género.

Debido a las propiedades bioldgicas y sus beneficios
a la salud, algunas saponinas estudiadas en las plantas
de Yucca pueden servir como base para el desarrollo de
nutracéuticos, en el disefio de alimentos y bebidas, y como
reemplazo de las sustancias sintéticas utilizadas para lograr
efectos antimicrobianos, conservadores y emulsificantes en
los alimentos, estableciendo limites maximos de uso para
asegurar su inocuidad y bioactividad.

Los métodos utilizados actualmente se basan en el
uso de métodos tradicionales con grandes volimenes de
solventes. La optimizacién de los métodos de extraccion pre-
tende la utilizacion de tecnologias acopladas a los métodos
ya existentes para aumentar los rendimientos y optimizar
el tiempo, permitiendo el estudio de los extractos ricos en
saponinas, asi como el aislamiento, identificacion y cuantifi-
cacion de las saponinas presentes en el extracto.
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ABSTRACT

Carotenoids are non-polar compounds found in fruits
and vegetables. The consumption of these compounds has
been associated with many beneficial effects on human
health, especially on the prevention of chronic diseases
that are currently considered as problems of public health.
These effects have mainly been attributed to the antioxidant
properties of carotenoids, although many other mecha-
nisms are involved, including the influence of carotenoids
in the expression of genes involved in the pathogenesis of
these diseases. Unfortunately, the bioavailability of these
compounds is very limited. The effects of several factors
on carotenoid bioavailability have been studied in order to
identify the best strategies to increase their absorption and,
consequently, their bioactivity. This review analyzes in a
systematic fashion the recent findings on the composition of
carotenoids composition in plant foods, and their bioavaila-
bility and beneficial effects on human health.
Keywords: Absorption, bioactivity, non-polar pigments, nu-
traceuticals, plant foods.

RESUMEN

Los carotenoides son compuestos no polares que se
encuentran en frutas y hortalizas. El consumo de estos com-
puestos se ha asociado con muchos efectos benéficos para la
salud humana, especialmente en la prevencién de enferme-
dades crénicas que actualmente se consideran problemas de
salud publica. Estos efectos se han atribuido principalmente
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a las propiedades antioxidantes de los carotenoides, aunque
muchos otros mecanismos estan involucrados en estos efec-
tos, incluida la influencia de los carotenoides en la expresion
de genes implicados en la patogénesis de estas enferme-
dades. Desafortunadamente, la biodisponibilidad de estos
compuestos es muy limitada, razén por la cual se han estu-
diado los efectos de varios factores en la biodisponibilidad
de los carotenoides con el fin de identificar las mejores es-
trategias para aumentar la absorcién de estos compuestos y,
en consecuencia, su bioactividad. En esta revision se analizan
de manera sistematica los descubrimientos recientes sobre
la composicion de carotenoides en alimentos de origen ve-
getal y su biodisponibilidad y efectos protectores de la salud
humana.

Palabras clave: Absorcidn, alimentos vegetales, bioactivi-
dad, nutracéuticos, pigmentos no polares.

INTRODUCTION

Carotenoids are non-polar pigments that are abun-
dant in foods. Around 100 different carotenoids have been
identified in fruits, vegetables, grains, tubers and bulbs,
where they mainly accumulate as liquid-crystalline forms in
tubular chromoplasts or solid crystals in crystalloid chromo-
plasts, although the occurrence of lipid-dissolved carotenoi-
ds within globular chromoplasts also occurs in some plant
foods (e.g., peach palm fruit and tangerine tomato) (Schwei-
ggert and Carle, 2017). Carotenoids are pigments that confer
yellow, orange and red colorations to plant foods, although
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colorless carotenoids are also present (i.e., phytoene and
phytofluene) (Schweiggert et al., 2012). Overall, carotenoids
are commonly tri- or tetraterpenes (30 and 40 carbon atoms)
with a system of conjugated double bonds, which is involved
in their biological activities (Desmarchelier and Borel, 2017).
They can be linear structures or contain cycled ends. They
exist as free forms or esterified with fatty acids, sugars and
proteins. They have been classified in carotenes and xantho-
phylls; carotenes are hydrocarbons and xanthophylls contain
oxygenated groups (Britton, 2020).

Several beneficial effects on human nutrition and
health have been attributed to carotenoids, including
effects against several chronic diseases that are considered
as public health problems, such as some cancer forms and
cardiovascular diseases (Britton, 2020). These biological ac-
tions are performed by different mechanisms. Unfortunately,
the beneficial effects of carotenoids are limited due to their
low bioavailability, according to the low levels of circulating
carotenoids commonly reported (Desmarchelier and Borel,
2017; Schweiggert and Carle, 2017). The absorption process
for carotenoids is very complex and can be altered by various
factors (Desmarchelier and Borel, 2017).

Plant foods rich in carotenoids

Although carotenoids can be found in foods of animal
origin, algae and microorganisms, plant foods represent
the main source of carotenoids in the human diet. Only 40
carotenoids are significantly consumed by humans, howe-
ver, only five are the most abundant carotenoids in human
plasma (Desmarchelier and Borel, 2017). The most abun-
dant carotenoids in green leafy vegetables are lutein and
B-carotene (Table 1). Carotenes in green leafy vegetables
can be found as protein-carotenoid complexes. The roots
(e.g. sweet potatoes and carrots) are commonly rich in a- and
B-carotene, with carrots being the most important source of
B-carotene (where it accumulates as crystals) in human diet
(Schweiggert and Carle, 2017). Fruits are rich in xanthophyll
esters (e.g., B-cryptoxanthin, zeaxanthin and lutein) and
B-carotene, which are in non-crystalline form in the chromo-
plasts. Lycopene accumulates in tomato fruit as big crystals.
The carotenoid content in commonly consumed fruits is
shown in Table 1.

The carotenoid content in plant foods depends on
many factors, especially on the ripening process. Ethylene,
the ripening hormone, triggers carotenoid biosynthesis,
causing in many cases, exponential increases in carotenoid
content (Cervantes-Paz et al., 2012). This process involves the
degradation of chlorophylls and the transformation of chlo-
roplasts in chromoplasts rich in carotenoids (Cervantes-Paz
etal, 2012). Any postharvest technology applied to preserve
plant foods in postharvest may retard or compromise the
biosynthesis of carotenoids. This is the case of the use of
low temperatures, the modification of the gas composition
surrounding the food (modified atmosphere packaging and
controlled atmosphere storage), application of ripening in-
hibitors (e.g., KMnO, and 1-methylcyclopropene) or applica-

tion of phytosanitary treatments with heat or ionizing energy
(Table 1) (Ornelas-Paz et al., 2017; Yahia et al., 2018).

Carotenoids do not accumulate homogeneously in
plant foods, and their content also depends on genotype
(Kljak et al., 2015). The geographical origin of plant foods also
alters the carotenoid content in foods, since it is influenced
by environment temperature, exposition to light, and rain
(Laurora et al., 2021). Processing also alters significantly the
carotenoid content in plant foods because carotenoids are
prone to degradation, transformation or isomerization under
light exposition, heating and alkaline or acid conditions. New
processing techniques (e.g., pulsed electric fields, ultrasound,
high hydrostatic pressures, high pressure homogenization,
etc.) reduce the negative effects of conventional processing
techniques on carotenoid content (L6pez-Gamezetal., 2021),
however, mincing, chopping or homogenizing are enough to
alter the carotenoid content in fruits and vegetables (Yahia et
al., 2018). Undoubtedly, other factors can alter the content of
carotenoids in plant foods (Table 1).

The carotenoid absorption process

The first step of the carotenoid absorption process
implies the release of these compounds from foods during
digestion (Figure 1) (Cervantes-Paz et al., 2017). This step lar-
gely depends on the mechanical and chemical disruption of
food by mastication, movements of the gastrointestinal tract,
gastric acid, alkaline medium in the intestine, and digestive
enzymes. Due to their lipophilic nature, the released carote-
noids must then be incorporated into the lipids co-consu-
med with the carotenoid-rich food (Yahia et al., 2018). The
carotenoid-lipidic phase tends to emulsify with the aqueous
content of the gastrointestinal tract. The lipid droplet size in
this emulsion is large in the gastric phase, but it decreases
in the intestinal phase of digestion due to the emulsifying
action of bile salts secreted by gall bladder (Victoria-Campos
etal., 2013; Desmarchelier and Borel, 2017). This reduction of
lipid droplet size is very important for lipid digestion, since
lipases are hydrosoluble and only exert their action on lipid
droplet surface (Cervantes-Paz et al., 2017).

Lipid digestion influences the formation of micelles,
which are structured by the products of lipid digestion (free
fatty acids, diglycerides, monoglycerides, etc.), bile salts,
phospholipids and cholesterol (Yahia et al., 2018). Micelles
are required for transportation of carotenoids from the
chime to the enterocyte. Only micellarized carotenoids can
be absorbed by intestinal cells (Cervantes-Paz et al., 2017;
Desmarchelier and Borel, 2017).

It must be stated that the distribution of carotenoids
in lipid droplets depends on their polarity, with xanthophylls
being located on droplet surface and carotenes in the core
of the lipid droplets (Yahia et al., 2018). Thus, the lipid diges-
tion starts on the surface of the lipid droplet and therefore
xanthophylls are more efficiently released and micellarized
than carotenes. Micellarized carotenoids are considered
as bioaccessible and represent the amount of carotenoids
available in the required form to be absorbed by intestinal
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Table 1. Carotenoid content (ug/g FW) in commonly consumed foods as affected by different factors.
Tabla 1. Contenido de carotenoides (i1g/g FW) en alimentos en funcién de diferentes factores.

Food Lyc aC BC Lut Vio Zea BCry
Processing/storage
Mango (Fresh) 33-58" 9-11" 7-22"
Mango (CD: 50 - 70 °C) 13-33" 0-9 2-14"
Orange Sweet Potato (Fresh) 0.78" 152" 1-4 1-27
Orange Sweet Potato (B, R, and S) 0.6-0.8" 19-1333" 1-11" 1-6
Carrots (stored at - 15 °C to 50 °C) 38-89 06-14 33-44 05-1.5
Cauliflower (Raw) 0.08-9.6 1-85 0.8-11 0.03-04 0.02-0.1
Cauliflower (B, R, S, and MW) 0.05-13 0.4-106 0.5-16 0.02-0.9 0.001-0.2
Apricot (Fresh) 150 200" 250" 120 250"
Apricot (H, F, and FD) 70-200" 100 - 240" 120 - 280" 110- 250 120 - 260"
Cherries (Fresh) 10" 20" 20" 20" 20"
Cherries (H, F, and FD) 10" 20" 20" 20" 20"
Nectarines (Fresh) 60" 90" 90" 100 90"
Nectarines (H, F, and FD) 20-60" 30-90° 30-80" 40-90° 40-90
Peaches (Fresh) 20" 30° 30" 30" 30°
Peaches (H, F, and FD) 20-30 30-40° 30-40 30 - 40" 30-40
Plums (Fresh) 20° 30° 30° 30° 30°
Plums (H, F, and FD) 10-20" 20-30" 30-40 30-40 30-40
Carrots (Fresh) 280" 380" 440" 420" 450"
Carrots (H, F, and FD) 220-300" 310- 360" 370 - 440" 360 - 900° 380-470"
Peppers (Fresh) 600" 700" 840" 760" 850"
Peppers (H, F, and FD) 430- 750" 660 - 1020 720 - 1300" 680-1310" 720 - 1300
Mango (Fresh) 05-1.2 59-10 0.8 04-6.6 0.3-1.1 05-1.5
Mango (HHP: 592 MPa, 3 min) 09-1.1 86-17 0.8 04-59 05-1.6 0.5-2.1
Papaya (Fresh) 0.8 1.7 0 0.03 0 0.4
Papaya (HHP: 100 - 600 MPa, 5 min) 0.6-0.9 20-6.5 0-2.7 0.2-1.2 0-23 0.9-3.9
Carrots (Fresh) 2005-2132"  3312-3449" 242 - 253" 210-269" 271-336"
Carrots (HHP: 60 - 100 MPa, 5 min) 1307-2180" 2227 -3983" 237 -289" 327-392" 394 - 480"
Avocado paste (Fresh) 0.2 0.9 3.1 0.06 0.3
Avocado paste (HHP: 600 MPa, 3 min) 0.003-0.6 1.2-3.2 39-46 0-0.1 03-14
Cape gooseberry juice (Fresh) 1.5 2.1 33 34 4.0
Cape gooseberry juice (HP: 80 °C, 10 min) 1.6 2.2 3.2 33 44
Cape gooseberry juice (US: 10 - 40 W, 15 min) 2-3.2 3-4.2 3.2-6.2 42-58 55-7.7
Pumpkin juice (Fresh) 0.8-0.9 09-1.2 1.1-13 1.1-14 1.1-13
Pumpkin juice (US: 200- 600 W) 0.8-1.2 1.1-1.6 1.1-1.7 1.2-1.8 1.2-18
Carrot juice (Fresh) 30.1 76.6 29
Carrot juice (HPH: 100 - 150 MPa, 1.2 L/h) 30-32 75-80 2.1-28
Carrots (Fresh) 0.15-0.2 0.45-0.5 0.18-0.2
Carrots (PEF: 0.8 - 3.5 kV/cm-5 - 30 pulses) 0.2-04 04-1.0 0.01-0.3
Cultivar/variety
Mango (16 varieties) 1.1-46 04-13 0.03-1.4 0.01-12 0.2-0.6
Carrots (10 varieties) 41-60 72-84 2.1-4.1
0- 1400 0- 1000 0- 1400 3-5000"

Potato (72 cultivars) 0.002-0.6 0.06 - 4.7 0.06 - 5.0 0-0.05
Corn (9 hybrids/cultivar) 0.6-2.1 0.2-16 0.7-19 0.3-3.1

. . 0.01-0.18 0.06 - 0.50 03-1.2
Pumpkin (29 cultivars) 13-115" 33-389 3-192°
Food tissue
Mango (Peel) 0-25 0-8.0 13-45 03-28 3.0 1.0-13 0.2-6.0
Mango (Pulp) 0.03-6.0 0.09-12 6.4-45 0.6-0.7 0.23 1.0-6.0 0.1-1.7
Apricot (Peel) 0-1.8 0.1-8.0 6.7 -198 1.7-18 0.09-1.1 0.1-1.6 0.6-19
Apricot (Flesh) 0-1.7 0.002-73 0.69-123 0.03-14 0.01-0.08 0-0.5 0.02-12
Peach (Peel) 146 0.02 - 46 0.02-0.13 0.01-0.13 0.01-0.05
Peach (Pulp) 93 0-226 0.1-2.0 0-1.5 0.0.62
Sweet potato (Peel) 137 21
Sweet potato (Flesh) 364 47
Tomato (Peel) 83 144 17
Tomato (Flesh) 113 84 25
Goldenberry (Pulp) 70 3
Goldenberry (Peel) 150" 20"
Ripening stage
Avocado at 5 ripening stages 0.01-0.04 0.03-0.08 0.04-0.6 0.04-1.7
Rosehip at 5 ripening stages 4-136" 0-13" 15-186" 14-112" 19-24
Mango at 6 ripening stages 14-41 0-3 0-4 0.6-1.7
Pre-harvest factors
Melon (5 rootstocks) 57-11.2 6.3-117 0-13.7
Papaya (71 locations on the island of Hawaii) 1.5-3.2 24-74
Brassica vegetables (bed, pot, field and tunnel) 0-68 0-105
Leafy kale from Italy, Portugal, and Turkey 385 - 64 536-615"
Baby leaf lettuce (led light and blue led light) 02-29 0.09-2.8

“Values expressed in dry weight; FW: flesh weigh; Lyc: lycopene; aC: a-carotene; BC: B-carotene; Lut: lutein; Vio: violaxanthin; Zea: zeaxanthin; 3Cry: B-cryptoxanthin;
CD: convective draying; B: boiling; R: roasted; S: steaming; MW: microwaving; H: heating; F: freezing; FD: freeze drying; HHP: high hydrostatic pressure; US: ultra-
sound treatment; HP: heat pasteurization; W: watts; PEF: pulsed electric fields; HPH: high-pressure homogenization. Sources: Condurso et al., 2012; Dhliwayo et al.,
2014; Donado-Pestana et al., 2012; Jacobo-Veldzquez and Hernandez-Brenes, 2012; Leong and Oey, 2012; Fernandez-Orozco et al., 2013; Ferioli et al., 2013; Reif et al.,
2013, Samuoliené et al., 2013; Zhao et al., 2013; Kljak and Grbesa, 2015; Ma et al., 2015; Behsnilian and Mayer-Miebach, 2017; Cao et al., 2017; Ordofiez-Santos et al.,
2017; De Andrade Lima et al., 2019; Kourouma et al., 2019; Ranganath et al., 2018; Kulczynski and Gramza-Michatowska, 2019; Elizondo-Montemayor et al., 2020; Etz-
bach et al., 2020; Fratianni et al., 2020; Liang et al., 2020; Zhou et al., 2020; Cervantes-Paz et al., 2021; Diamante et al., 2021; Hu et al., 2021; Lara-Abia et al., 2021; Laurora

etal.,, 2021; Lebaka et al., 2021; L6pez-Gadmez, et al., 2021a; Viacava et al., 2021; Zhang et al., 2021; Suo et al., 2022; Szczepanska et al., 2022.
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cells (Victoria-Campos et al., 2013; Cervantes-Paz et al., 2017).
Micellarized carotenoids are transported to the brush border
of enterocytes through the aqueous medium. The acidic
medium of the unstirred water layer adjacent to the brush
border of the enterocytes causes the dissociation of micelles
and the liberation of carotenoids, which are passively taken
by the enterocytes and facilitated diffusion and unilamellar
or multilamellar vesicles of phospholipids (Reboul, 2013).
Currently, the quantity of micellarized carotenoids
(bioaccessible carotenoids) is used as a measure of carote-
noid absorption (bioavailability). The passive diffusion pro-
cess is quickly saturated causing that most carotenoids are
incorporated into the enterocytes by protein transporters
(e.g. SR-BI, CD36, NPC1L1) (Reboul, 2013; Desmarchelier and
Borel, 2017). Table 2 shows the bioaccessibility of carotenoids
from several plant foods. In the enterocytes, the provitamin
A carotenoids are converted in vitamin A esters. Then, the

non-provitamin A carotenoids, vitamin A and other com-
pounds are packed in chylomicrons, which are evacuated to
the lymphatic system and then to the bloodstream. Several
transporters are involved in the intracellular flux of carotenoi-
ds, including CD36, NPC1L1, SR-BI, GSTP1, HR-LPB and fatty
acid-binding proteins (Reboul, 2013). Chylomicrons exposed
to the action of endothelial lipoprotein lipases in the bloods-
tream, lead to chylomicrons remnants, which are taken by
the liver (Schweiggert and Carle, 2017; Desmarchelier and
Borel, 2017).

Carotenoids are exported from liver to different
tissues by lipoproteins. Carotenes (e.g., [-carotene and
lycopene) are transported by low-density lipoproteins (LDL)
and very low-density lipoproteins, while xanthophylls (e.g.,
lutein, zeaxanthin and B-cryptoxanthin) are transported by
high-density lipoproteins and LDL (Desmarchelier and Borel,
2017; Meléndez-Martinez et al., 2017). Carotenoids that are

Table 2. Bioaccessibility (%) of carotenoids from commonly consumed fruits and vegetables.
Tabla 2. Bioaccesibilidad (%) de carotenoides en frutas y hortalizas cominmente consumidas.

-
- - - S
z 3 & § % g ¥ & 3 § &5 ¢
2 S s

Food 5

Tomatoes 5-43 9.-59 05-57 03-4 05-18 212

Carrots 17 - 64 0-41 0 3-7  4-22 39 2-7

Spinach 4-38 22 3 20 3-47 19

Kale 8-100 1-10 0.1

Lettuce 11-18 6-16

Broccoli 1-38 0 7-54 0.1

Pepper 17 -98 73-77 8 4-39 30-45 1 7-21 0-41

Pumpkin 10-14 25-35

Butternut squash 16 4 18 17

Sweet potato 14

Avocado 04-2 04-1 =15 9-11

Mango 14 19 4-32

Papaya 2 0.6 3-9 0.6-6 0.3 0-20 0.3

Melon 34 50 7

Watermelon 64 0 30 3

Orange juice 8-10 103 9 2.7 98 6-34 100 6-7 23

Mandarins 10-72 33-42 16-36 8-36 0-37

Abbreviations: TC = total carotenoids; BC = 3 - carotene; aC = a - carotene; 6C = § - carotene; YC =Y - carotene; Lut = lutein; Lyc = lycopene; Zea= zea-
xanthin; Cry = B - cryptoxanthin; Viol = violaxanthin; Phy = phytoene; Phyt = phytofluene; Carotenes includes aC, BC, Lyc. Sources: Ornelas - Paz et al., 2010;
Jeffery et al., 2012; Schweiggert et al., 2012; Victoria-Campos et al., 2013; Li et al., 2016; Petry and Mercadante, 2017; Bergantin et al., 2018; Gonzalez-Casado
etal., 2018; Mapelli-Brahm et al., 2018; Zhang et al., 2018; de la Fuente et al., 2019; Liu et al. 2019; Zhong et al., 2019; De Oliveira et al., 2020; Etzbach et al.,
2020; Hayes et al., 2020; Cervantes-Paz et al., 2021; Iddir et al., 2021; Lara-Abia et al., 2021; Laurora et al., 2021; Lopez-Gamez et al., 2021a; Lopez-Gamez et al.,

2021b; Schmidt et al., 2021.
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being absorbed, metabolized, stored and/or employed by
the organism are considered as bioavailable (Desmarchelier
and Borel, 2017). The general process for carotenoids absorp-
tion is shown in Figure 1.

Factors affecting the carotenoid absorption process

The micellarization of carotenoids, which is a key step
for carotenoid bioavailability, is affected by many factors
(Tables 3 and 4). The food matrix is the most important factor
affecting the bioaccessibility/bioavailability of carotenoids
(Victoria-Campos et al., 2013; Cervantes-Paz et al., 2017). The
term“food matrix”refers to the combined effects of all factors
associated with a food that improve or reduce the bioavaila-
bility of carotenoids (Cervantes-Paz et al., 2017). This explain
why the bioaccessibility/bioavailability of carotenoids from
simple foods (e.g., supplements) is higher than that of com-
plex plant foods. The form in which carotenoids are present
in foods determines their bioaccessibility/bioavailability.

Carotenoids present in foods as lipid-based forms,
are readily released from the food and then incorporated
into the oily phase of chime, as compared to carotenoid
crystals or carotenoid-protein complexes (Schweiggert and
Carle, 2017). That is the reason why B-carotene from some
fruits (e.g., tomatoes and mango) is more bioavailable than
[-carotene from carrots or spinach (Ornelas-Paz et al., 2010).

Food processing alters the effect of food matrix. Coo-
king and mincing favor carotenoid release from food during
digestion, increasing the micellarization and absorption of
these compounds (Table 3) (Li et al., 2016; Eriksen et al., 2017;
De Oliveira et al., 2020). Industrial processing also increases
the bioaccessibility of food carotenoids (Dhuique-Mayer et

al., 2018; Mapelli-Brahm et al., 2018; Zhong et al., 2019). Non-
thermic technologies (e.g., high hydrostatic pressurization,
high pressure homogenization, pulsed electric fields and
ultrasound) also increase the bioaccessibility of carotenoids
(Lara-Abia et al., 2021; Lépez-Gamez et al., 2021). The increa-
se of carotenoid bioaccessibility is a consequence of the
processing-mediated softening of food (cellular disruption).
Ripening also causes softening of fruits, favoring the release
of carotenoids during digestion. However, ripening also
favors the esterification of carotenoids with fatty acids, re-
ducing their polarity and, consequently, their micellarization
rate and bioavailability (Cervantes-Paz, et al., 2012; Victoria-
Campos et al. 2013).

On the other hand, the fiber from carotenoid-rich food
or co-consumed foods alters the carotenoids micellarization
and bioavailability (Table 4). Overall, fiber reduces the
absorption of carotenoids by altering of the macro-and micro-
viscosity of chime. This alteration reduces the emulsification
of lipid droplets favoring the formation of large ones, and
reduces the activity of lipase, formation of micelles, the
transference of carotenoids from lipid droplets to micelles
and the diffusion of carotenoid-rich micelles to the enterocyte
(Cervantes-Paz et al., 2016). Low concentrations of pectin in
the chime (~ 2 %) can cause high reductions in carotenoid
bioavailability (20 - 50 %) (Rock and Swendseid, 1992). This
effect depends on the physicochemical characteristics of
fibers (solubility, molecular weight, degree of esterification,
etc.), with soluble fibers exerting the most negative effect on
carotenoid absorption (Cervantes-Paz et al., 2016; Cano et al.,
2019).

FOOD = CAROTENOIDS RELEASED
FROM FOOD MATRIX
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Figure 1. Overview of the carotenoid absorption process.
Figura 1. Diagrama general del proceso de absorcion de carotenoides.
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Table 3. Effect of thermic and non-thermic food processing on carotenoid bioaccessibility (BA).
Tabla 3. Efecto del procesamiento térmico y no térmico en la bioaccesibilidad (BA) de carotenoides.

Food source

Treatment

Bioaccessibiliy (BA)

Cooking treatments

Spinach

Lettuce

Tomatoes

Jalapefo peppers

Raw and steamed (100 °C/3 min)

Raw and boled (98 °C/ 20 min)

Boiled (100 °C/10 min) and digested in absence and
presence of an emulsion containing 4 % of olive oil

Raw, boiled (94 °C /12.5 min) and grilled (210 °C /13.2 min)

BA of Lut and BC was higher with steamed (16.8 - 21.7 % and 5.6 - 6.2 %,
respectively) than with raw (5.3 - 6.4 % and 2.0 - 3.5 %, respectively) tissues
BA of BC and Lut from raw lettuce was 8.5 - 13 % and 5 - 11 % higher than
with cooked samples

BA of TC was higher in boiled samples with fat than in raw tissues without fat.
Boiling T the BA of TC (45 - 72 %) in digestions with and without fat

BA of free xanthophylls from red peppers followed the order of raw > grilled
> boiled. Cooking methods did not influence clearly the BA of carotenoids
from green peppers.

Industrial thermal-treatments

Orange-fleshed
sweet potato (OFSP)
based baby puree
and pumpkin
products

Mature pinalate
orange juice

Tomato and Kale
juices

Fresh carrot, sweet
potato, yellow bell
pepper and broccoli
florets

Homemade steaming (HM-100 °C), PAST (100 °C/15
min), blanching (BP- 90 °C/3 min+PAST), blanching and
sterilization (BS) and sterilization at 123 °C/30 min (S) and
commercial baby food (CBF-OFSP)

Fresh, UF and thawed at room temperature (UF-RT), in the
fridge (UF-FG), or in MW (UF-MW) and PAST

Raw and treated with TT (90 °C/30 s), OH (13 V/cm/ 60 Hz/
90 °C/30 s) and PEF (35 kV/cm)

Fresh and HAD (60, 70, 80 °C) samples with or without 5 %
(w/w) of olive oil

BA of BC T with the intensity of the thermal treatment (BS and CBF-OFSP
(5-6%) >BPandS (3 -4 %) >HM and PAST (0.5 - 1 %)). BA of cis-BC also was
higherin S, BS and CBF-OFSP samples that in BP (29 %), HM (6 %) and P (0 %)

treated samples

Thermal processing T the BA of TC in the order of PAST (26 %) > UF-MW
(18 %) > UF-RT (14 %) > UF-FG (12 %) > Fresh (8 %). All treatments T the
BA of carotenes (~ 238 %), but only 49 % for UF - FG samples. The effect of
treatments was variable in the BA of xanthophylls
In tomato juices, PEF significantly ! and T the BA of BC (50 %) and Lyc (2.5
times), respectively. OH and TT did not influence the BA of BC and Lyc. The BA
of BC and Lut from kale juices was not significantly influenced by treatments
In carrots, HAD T the BA of Lut, aC and BC (33 - 42 %, 62 - 141 % and 217 -
256 %, respectively). HAD T 1.4 - 23 times the BA of Lut, aC and BC from bell
peppers. For sweet potato and broccoli florets, HAD T the BA of aC and BC
(9 - 136 %) with olive oil. HAD | the BA of Lut, aC and BC (9 - 74 %) in absence
of oil

Non-thermal emerging technologies

Sweet Mary papaya

Persimmon

Valencia orange
juice

Tomato puree

Carrots

Mango (peels and
paste)

Kale

Tomato juice

Cubes (1 cm?) treated with HHP (100, 350 and 600 MPa)
at 26.2 °C for come-up time (CUT) and holding time (HT)
of 5 min

Control (freeze-dried pulverized fruit), PAST (85 °C/15 min)
and HHP (200 MPa/25 °C/6 min)

Untreated and treated juices with HPP (600 MPa/3 min),
PEF (12.7 kV/cm / 107.4 kJ/L /61 Hz), Low PAST (LP - 73.9
°C/ 30 s), Conventional PAST (CPAST- 92.2 °C/31 s) and
Hot filling (HF) (CP + filling at 82.3 °C). All treatments with/
without US (65.7 - 68. 3 W/cm?/29.5 - 30.7 °C)

Untreated and treated with PEF (0.4, 1.2 and 2 kV cm; 5,
18 and 30 pulses) in presence of olive oil (5 %)

Untreated puree and treate with PEF (5 pulses of 3.5 kV
cm™), TT (70 °C/10 min), PEF and TT (PEF/TT). Samples
were digested in presence of olive oil (5 %)

Untreated and treated with US (300 W/cm?)
Untreated samples and treated with HPP (200, 400 and
600 MPa for 5, 10, 40 min)

Fresh and treated with HPH (200, 300, 400, 500 bar) and
US (200, 400, 600, 800 W for 20 min, 50 um of amplitude
and 10 s interval)

The highest BA of carotenoids was observed for samples treated with HHP at
350 MPa/CUT and 350 MPA/5 min (1.4 % and 1.1 %, respectively). The lowest
BA was observed at 100 MPa/5min (0.4 %) and 600 MPa/5 min (0.6 %)
Carotenoids were only bioaccessible in samples treated with HPP and PAST.
The most bioaccessible were BCry - laurate (23.9 - 36.9 %), BCry (11.6 - 54.2
%), Ant (18.4 - 30.1 %) and Lyc (17.2 - 27.2 %) and HPP caused the highest
bioaccesibility. In HPP treated samples, all-trans and 13-cis BC were highly
bioaccessible (19.3 % and 16.4 %, respectively)

BA of carotenoids was higher (41 - 51 %) in juices treated with US than
in non-sonicated samples (19 - 24 %). PAST techniques did not affect
significantly the BA of TC, however, treatments at higher temperatures
(CPAST and HF) | BA, especially that of TC, epoxy carotenoids, diepoxy
carotenoids and esterified carotenoids
The highest BA of TC (17.1 %), BC (21.6 %), Y'C (34.5 %), Lut (21.4 %), 6C
(18.4 %) was observed with puree treated with 5 pulses at 2 kV m™. Lyc BA
was equally enhanced by treatments at 1.2 and 2 kV.cm™ (9.7 % and 9.5 %,
respectively). The BA of more polar carotenoids, Phyt and Phy was higher in
untreated tomatoes. The number of pulses did not affect significantly the
carotenoid BA

All treatments T carotenoid BA (PEF/TT (245.5 - 296 %), PEF (231.8 - 256 %)
and TT (66.7 - 100 %). The impact of treatments was similar for all carotenoids

US T BA of BCry (44 - 47 %), Lut (35 - 46 %) and BC (33 - 44 %) from peels. The
impact of US on carotenoid BA was higher for paste than for peels.
Higher pressures and extended holding periods T the BA of individual
carotenoids from 28.5 up to 78.6 % (600 MPa/40 min)

BA of total all-trans and cis isomers of Lyc was higher for juice treated with
HPH at 500 bar (6.9 and 13.4 %, respectively) and US at 800 W (9.7 and 15.8
%, respectively). BA of total Lyc was higher with HPH at 500 bar and US at 800
W (1.4 and 1.8 times higher than with fresh samples, respectively). BA of (C
was not affected by treatments

Abbreviations: UF = ultrafrozen; MW= microwave oven; PAST = Pasteurized; OH = Ohmic heating; PEF= Pulsed electric field; HPP= high pressure proces-
sing; HHP = High hydrostatic pressurization; US = ultrasonication; HPH = high-pressure homogenization; HAD = hot air drying; TT = thermally-treated; BA =
bioaccessibility; TC = total carotenoids; BC = 3-carotene; aC = a-carotene; (C = (-carotene; 6C = &-carotene; YC = Y-carotene; Lut = lutein; Lyc = lycopene;

BCry = B-cryptoxanthin; Viol = violaxanthin; Ant = antheraxanthin; Phy = phytoene; Phyt = phytofluene. Sources: Victoria-Campos et al., 2013; Li et al., 2016;

Eriksen et al., 2017; Mercado-Mercado et al., 2017; Dhuique-Mayer et al., 2018; Gonzéalez-Casado et al., 2018; Mapelli-Brahm et al., 2018; Zhang et al., 2018;
Canoetal., 2019; Zhong et al., 2019; Zhang et al., 2019; de Oliveira et al., 2020; Etzbach et al., 2020; Lara-Abia et al., 2021; Lépez-Gamez et al., 2021.
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Table 4. Modifiers of carotenoid bioaccessibility (BA).
Tabla 4. Modificadores de la bioaccesibilidad (BA) de carotenoides.

Digested food

Modifier

Bioaccessibiliy (BA)

Goji and spinach

Whole, peel and flesh per-
simmon

Frozen Caja pulp - based
beverages

Commercial milk - fruit
juices

B. gasipaes fruits

Tomato products

Spinach

Pure Lyc, BC and Lut

Spinach, tomato juice and
carrot juice

Carrot juice (CJ), apricot
nectar (AN), tomato juice
(T)), frozen spinach (FS),

Coconut oil (1 %)
Whole-fat (WFM) and skimmed (SM) milks

Water (W), SM or WFM, with/without sugar-
cane (7 %)

Skimmed milk, vitamins (C, D, A, E, B), sugars,
and gelling agents

Lyophilized peach palm, oil-in-water (O/W)
food emulsion

3 ripening stages (mature-green, pink and
red), 5 % oil (coconut, olive and sunflower
oils) and two disruption levels (puree and
cubes)
Mg (0, 200, 400 mg/mL), canola oil, coffee
creamer with 10 % fat and bile extract (1 or
8 mM)

WPI, SPI, SC, GEL (0, 10, 25, and 50 % of the
protein RDA)

WPI, SPI, SC, GEL, turkey, and cod (0, 10, 25
and 50 % of the protein RDA)

Ca (0, 250, 500, 1000 mg/L), Mg (0, 100, 200,
300 mg/mL), Na (0, 375, 750, 1500 mg/L) and
Zn (0,12.5, 25, 50, 100, 200 mg/L)

field salad (FSD)

Coconut oil T the BA of Zea from 6.7 % to 13.3 %

BA of TC was higher with WFM than with SM, especially in digestions
with whole fruit (2.74 times) than with flesh and peels (0.05 - 0.26 times
higher)

Sugar enhanced the BA of all carotenoids, in the order W (27 %) > SM
(22 %) > WFM (15 %)

Beverages containing pectin showed greater BA values (40.7 %) than
those containing arabic, xanthan or guar gums (7.4 %)

BA of TC, all - trans - BC, all - trans - Lyc and all - trans - yC was 11 - 21
times higher in digestions with food emulsion than with the lyophilized
fruit

BA of TC and Lyc followed the order red > pink > mature-green (0 %).
Olive oil T 11 - 15 times the BA of TC and Lyc and sunflower and coconut
oils between 7- and 11-times vs digestions without oil. BA of TC and Lyc

was higher (46 - 251 %) from tomato puree than from cubes

Mg ! the BA of TC, Lut and BC. Coffee creamer T more the BA of
carotenoids than canola oil (0.1 - 4.3 % vs 0 - 1.9 % respectively),
especially with bile extract at 8 mM

WPI T the BA of BC and Lyc, but | the BA of Lut. SPI | the BA of Lut and
Lyc (up to 41.0 and 14.3 %, respectively) and T the BA of 3C (35 -37 % at
10 and 25 % of the RDA). SC and GEL ! the BA of Lut (up to 62.9 % - 63.4

%) and T that of BC (36.6 - 49.8 %)

Proteins T the BA of TC (1.1 %) from tomato juice but | that of TC from
carrot juice and spinach (2.1 - 2.8 %). Proteins | the BA of Lut and Zea
from all foods. Proteins T the BA of BC from juices (at 25 and 50 % of the
RDA)

The highest concentrations of Ca and Mg inhibited the BA of carotenoi-
ds. Na T the BA of carotenoids. Zn T the BA of BC from FSD and FS but |
the BA of BC from AN, CJ and TJ. Na | the BA of xanthophylls from FSD
but Zn T their BA. Na and Zn did not affect the BA of xanthophylls from
FS. BA of Lyc, Phyt and Phyt from TJ | as the concentration of Ca and Mg
T, while the highest level of Na and Zn T slightly their BA

Abbreviations: BA = bioaccessibility; TC = total carotenoids; fC = B-carotene; aC = a-carotene; Lut = lutein; Lyc = lycopene; Zea = zeaxanthin; BCry =
B-cryptoxanthin; Phy = phytoene; Phy t = phytofluene; RDA = recommended dietary allowance; WPl = Whey protein isolate; SPI = soy protein isolate; SC =
sodium caseinate; GEL = gelatin. Sources: Corte-Real et al., 2017; da Costa and Mercadante 2017; Garcia-Cayuela et al., 2017; Hempel et al., 2017; Corte-Real
etal., 2018; Gonzalez-Casado et al., 2018; Stinco et al., 2019; De Souza et al., 2020; Iddir et al., 2021.

The amount and type of fat consumed with caro-
tenoids alter the absorption rate of carotenoids (Table 4),
since the latter are poorly absorbed in absence of fat. The
minimum amount of fat required for carotenoid absorption
is unknown. Some studies have suggested that at least 3-5 g
of fat per meal are required for good carotenoid absorption,
although higher quantities of fat per meal (e.g., 20 g) have
also been proposed (Goltz et al., 2012). The positive effect of
fat on carotenoid absorption depends on carotenoid type,
with zeaxanthin, a-carotene, and (-carotene requiring more
fat than lutein to reach the highest micellarization values
(Hempel et al., 2017; Gonzalez-Casado et al., 2018; De Souza
et al., 2020). Fat consumption can increase the absorption
of carotenoids by 2-3 times or even more, depending on
carotenoid type. The beneficial effect of fat on carotenoid
micellarization and absorption also depends on fat type,
with monounsaturated and polyunsaturated fatty acids best
promoting the bioaccessibility of carotenoids than saturated
fatty acids (Goltz et al., 2012; Victoria-Campos et al., 2013).
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Protein improves the bioaccessibility of dietary carote-
noids due to its emulsifying properties (Iddir et al., 2021). The
carotenoid dose also influences the carotenoid absorption
rate, with low doses resulting in a higher carotenoid absorp-
tion than large doses (Yahia et al., 2018). Under gastrointesti-
nal conditions, there is a competence among carotenoids for
absorption, thus the inclusion of a new carotenoid in the diet
will cause a reduction in the absorption of other carotenoids.
In some cases, the inclusion of xanthophylls causes a decrea-
se in carotene absorption while in other cases the opposite
has been observed (Kopec and Failla, 2018). The effect of
some modifiers on carotenoid bioaccessibility is shown in
Table 4.

Beneficial effects of carotenoids on human health
Carotenoids are able to neutralize free radicals, which
can damage molecules in cells and cause degenerative di-
seases in humans. Abnormal levels of free radicals in the hu-
man body cause oxidative stress, which has been associated
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with the pathogenesis of more than 100 different diseases
(Yahia etal., 2018). Carotenoids can neutralize several oxygen
reactive species, including singlet oxygen and peroxyl radi-
cals (Britton, 2020). This antioxidant activity depends on
their number of conjugated double bonds and oxygenated
substituents (Yahia et al., 2018), and involves the binding of
carotenoids to free radicals and the transference of energy
from the free radical to the carotenoid (Swapnil et al., 2021).
Lycopene, canthaxanthin and astaxanthin show a higher
antioxidant activity than B-carotene and zeaxanthin. Several
studies have demonstrated that the antioxidant activity of
carotenoid mixtures is higher than that of individual carote-
noids, demonstrating the synergistic effects of carotenoids
(Rowles and Erdman, 2020).

The consumption of some carotenoids has been as-
sociated with a reduced risk of some forms of cancer (Table
5). The carotenoid with the highest anticancer effect seems
to be lycopene, independently if it is consumed in purified

Table 5. Carotenoids and health.
Tabla 5. Carotenoides y salud.

form or from tomato products. Lycopene is highly effective
in the prevention of prostate cancer, although consumption
of lycopene has also been related to the protection against
other cancer forms (digestive tract, pancreatic, cervical, etc.)
(Lu etal.,, 2015; Bakker et al., 2016; Van Hoang et al., 2018; Kim
etal., 2018; Swapnil et al., 2021).

The effects of other carotenoids in cancer preven-
tion are less clear. There is some evidence that lycopene,
B-carotene and B-cryptoxanthin prevent lung cancer (Is-
kandar et al., 2016). 3-Carotene, a-carotene and lutein have
shown protective effects against breast cancer (Bakker et
al, 2016). B-Carotene, lycopene, B-cryptoxanthin, lutein
and zeaxanthin prevent pharyngeal, laryngeal and pancreas
cancers (Rowles and Erdman, 2020). Lycopene reduces the
risk of gastric and prostate cancer (Van Hoang et al., 2018;
Kim et al., 2018). B-cryptoxanthin, lycopene, a-carotene and
B-Carotene reduce the risk of colorectal cancer (Lu et al.,
2015). The anticancer effects of carotenoids have been attri-

Effect*

Disease / type of study

Population or studied subjects

Gastric cancer (GC) / case-
control study

Breast cancer (BC) / case-
control study

Colorectal cancer (CC) /
case control study

Prostate cancer (PC) / case
control study

Head and neck cancer
(HNC) / Cohort Study
Congestive heart failure
(CHF) / Longitudinal
population-based study

Cardiovascular diseases
(CDVs) / cross-sectional
study

Cardiovascular diseases
(CDVs) / Meditation
analyses using US
national data from the
NHANES

Type 2 Diabetes (T2D) /
Cohort study

Alzheimer dementia (AD)
/A community-based
cohort

415 cases and 830 controls

1502 cases (BC), 462 estrogen receptor-
negative (ER-) and 1502 controls (C)

845 cases (CC) and 845 controls

244 cases PC and 408 controls

120,852 participants, 3898 subcohort
members
Data from 1031 participants in the Kuopio
Ischemic Heart Disease Risk Factor Study
from Finland - followed prospectively for
>17y

1350 healthy adults from Japan

Data from 1312 men and 1544 women
participating in the NHANES 2003-2006

37,846 participants of the European
Prospective Investigation from
Netherlands
927 older adults (81 y) participanting
in the Rush Memory and Aging Project
followed prospectively for 7 y

Case group consumed significantly less TC, C, BCry, Lyc, tomato, and ketchup
than control group. TC intake in women and an overall intake of Lyc were
inversely associated with GC risk
The highest aC (198 - 1520 vs 14 - 57 nmol/L) and BC (1067 - 7699 vs 29 - 348)
plasma levels were inversely associated with the risk of ER - BC
The intake of carotenoids was inversely related with the risk of CC in the order
of BCry (110 - 167 vs 42 - 68 pug/day) > Lyc (841 - 1278 vs 223 - 379 ug/day) and
aC (770 - 1065 vs 207 - 355 pg/day) > BC (7856 - 9164 vs 3818 - 4299 ug/day).
The effect of BC was only observed in males

The intake of Lyc (>1200 vs <648 pg/day), tomatoes (> 16.5 vs < 7.1 g/day) and
carrots (> 3.2 vs < 1 g/day) was inversely related with the risk of PC

Inverse association between the intake of vitamin E and carotenoids and
incidences of HNC and HNC subtypes

The lowest serum 3C concentration increased the hazard ratio of CHF (< 0.22
vs > 0.46 pmol/L). The lowest levels of serum BC and Lyc increased the risk of
death for coronary heart disease

Serum levels of TC were inversely associated with baPWV, SBP, DBP, HOMA-IR,
blood insulin, FBG, TGs and cholesterol in males, and with seven biomarkers
(BMI, baPWV, SBP, HOMA-IR, blood glucose, FBG, TGs and cholesterol) in
females. In both sex, TC had a positively association with HDL while Lyc was
inversely associated with baPWV and positively associated with HDL. In males,
serum Lut was negatively associated with HOMA-IR and insulin

CRP and tHcy were inversely associated with serum concentration of TC.
LDL were inversely associated with Lut/Zea. HDL cholesterol had a positive
association with serum aC, BCry, Lut/Zea and TC. BC was inversely associated
with the CRP levels

BC(2.8-4.3vs 1.1 - 1.7 mg/day) and aC (0.4 - 1.1 vs 0.2 — 0.4 mg/day) were
inversely associated with the risk of T2D

TC (24.8 vs 6.7 mg/day) and Lut/Zea (0.37, 8.1 vs 1.2 mg/day) were inversely

related with the risk of AD. BC and BCry were inversely related with the HR

of AD.TC, Lut and Lyc were inversely related with global AD pathology and
individual disease indicators

*All effects in the table were reported as statistically significant trends (p < 0.05) in original papers. Abbreviations. TC = total carotenoids; C = 3-carotene;
aC = a-carotene; Lut = lutein; Lyc = lycopene; Zea = zeaxanthin; BCry = 3-cryptoxanthin; BMI = body mass index; baPWV = brachial ankle pulse wave velo-
city; SBP = systolic blood pressure; DBP = diastolic blood pressure; HOMA—IR = Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance; FBG = fasting blood
glucose; TG = triglyceride; HDL = high-density lipoprotein; LDL = low density lipoprotein; CRP = C-reactive protein; tHcy = total homocysteine. Sources:

Karppi et al., 2013; Wang et al., 2014; Curhan et al., 2015; Lu et al., 2015; Sluijs et al., 2015; Munter et al., 2015; Bakker et al., 2016; Van Hoang et al., 2018; Kim et

al., 2019; Matsumoto et al., 2020; Yuan et al., 2021.
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buted to their antioxidant properties, the alteration of genes
expression involved in the pathogenesis, alterations in the
levels of signaling molecules and other effects (Rowles and
Erdman, 2020).

The effect on carotenoid consumption on cardiovas-
cular diseases is unclear, as both positive and negative effects
have been reported (Table 5). There are some evidences
suggesting that 3-carotene, lycopene, lutein, zeaxanthin, as-
taxanthin, among others, might prevent the development of
cardiovascular diseases (Karppi et al., 2013; Wang et al., 2014;
Kulczynski et al., 2017; Matsumoto et al., 2020). The effects of
lycopene and -carotene on cardiovascular diseases has been
highly studied. The antioxidant activity of carotenoids seems
to be associated with their beneficial effect on prevention of
cardiovascular diseases, however, other mechanisms seem
to be involved, including the carotenoid-related reduction
of the inflammatory response caused by the tumor necrosis
factor-a (TNF-a), maintaining endothelial nitric oxide bioa-
vailability, altering the expression of some genes, inhibiting
leucocyte adhesion and migration, reducing apoptosis,
inhibiting macrophages activation, regulating cholesterol
synthesis, inhibiting platelet activation, regulating the levels
of lipoproteins, among others (Kulczynski et al., 2017). The
consumption of B-carotene and a-carotene also is inversely
related to type 2 diabetes risk (Sluijs et al., 2015). A neuro-
protective effect was recently associated with the intake of
total carotenoids, lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, and
[-Carotene (Yuan et al., 2021).

Lutein and zeaxanthin are important components of
macula and retina and their levels in these tissues have posi-
tively been associated with visual functions (Garcia-Romera
et al., 2022). These effects have been clearly demonstrated
in clinical trials. Lutein and zeaxanthin absorb blue light,
exert antioxidant effects, improve vision and prevent the
development of cataracts and age-related macular dege-
neration (Yahia et al., 2018). Interestingly, the levels of these
carotenoids in the macule can be used as markers of their
concentrations in the brain and cognitive functions (Garcia-
Romera et al., 2022).

[B-Carotene, B-cryptoxanthin, zeaxanthin, lycopene, si-
phonaxanthin, fucoxanthin, astaxanthin, crocetin and crocin,
and some of their conversion products, are able to reduce
the adiposity in animals and humans (Bonet et al., 2020), by
influencing adipocyte differentiation, oxidation rate of fatty
acids and thermogenesis (Bonet et al., 2015).

Also, carotenoids can reduce liver damage, due to
their antioxidant and anti-inflammatory effects as well as the
modulation of the expression of genes (Yahia et al., 2018).
Other beneficial effects of carotenoids include the protection
of photodamage of skin, cytoprotection against mycotoxins,
human growth, reproduction and immune function, among
other beneficial effects (Yahia et al., 2018; Swapnil etal., 2021).
Table 5 summarizes the results of some recent epidemiologi-
cal studies on the effect of carotenoids on human health.
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CONCLUSIONS

Fruits and vegetables represent the most important
source of carotenoids in the human diet. These compounds
are able to exert many protective effects on human health,
which are limited by the low absorption of these compounds
in the intestinal tract. Food processing can increase the
bioavailability of carotenoids, although processing causes
a negative effect on carotenoid content. Further research is
needed in order to clarify the beneficial effects of carotenoi-
ds on human health and the mechanisms involved in such
effects.

REFERENCES

Bakker, M.F,, Peeters, PH., Klaasen, V.M., Bueno-de-Mesquita,
H.B., Jansen, E.H., Ros, M.M., Travier, N., Olsen, A., Tjgnneland,
A., Overvad, K. and Rinaldi, S. 2016. Plasma carotenoids,
vitamin C, tocopherols, and retinol and the risk of breast
cancer in the European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition cohort, 2. The American Journal of
Clinical Nutrition. 103(2): 454-464.

Behsnilian, D. and Mayer-Miebach, E. 2017. Impact of blanching,
freezing and frozen storage on the carotenoid profile of
carrot slices (Daucus carota L. cv. Nutri Red). Food Control.
73:761-767.

Bergantin, C., Maietti, A., Tedeschi, P, Font, G., Manyes, L. and
Marchetti, N. 2018. HPLC-UV/Vis-APCI-MS/MS determination
of major carotenoids and their bioaccessibility from “Delica”
(Cucurbita maxima) and “Violina” (Cucurbita moschata)
pumpkins as food traceability markers. Molecules. 23(11):
2791.

Bonet, M.L., Ribot, J., Galmés, S., Serra, F. and Palou, A. 2020.
Carotenoids and carotenoid conversion products in adipose
tissue biology and obesity: Pre-clinical and human studies.
Biochimica et Biophysica Acta - Molecular and Cell Biology
of Lipids. 1865(11): 158676.

Britton, G. 2020. Carotenoid research: History and new
perspectives for chemistry in biological systems. Biochimica
et Biophysica Acta - Molecular and Cell Biology of Lipids.
1865: 158699.

Cano, M.P, Gémez-Maqueo, A. Fernidndez-Lépez, R. Welti-
Chanes, J. and Garcia-Cayuela, T. 2019. Impact of high
hydrostatic pressure and thermal treatment on the stability
and bioaccessibility of carotenoid and carotenoid esters
in astringent persimmon (Diospyros kaki Thunb, var. Rojo
Brillante). Food Research International. 123: 538-549.

Cao, S., Liang, M., Shi, L., Shao, J., Song, C,, Bian, K., Chen, W. and
Yang, Z. 2017. Accumulation of carotenoids and expression
of carotenogenic genes in peach fruit. Food Chemistry, 214,
137-146.

Cervantes-Paz, B., Yahia, E.M., Ornelas-Paz, J.J., Gardea-Béjar, A.A.,
Ibarra-Junquera, V. and Pérez-Martinez, J.D. 2012. Effect of
heat processing on the profile of pigments and antioxidant
capacity of green and red Jalapefio peppers. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 60(43): 10822-10833.

Cervantes-Paz, B., Ornelas-Paz, JJ. Pérez-Martinez, J.D.,
Reyes-Hernandez, J., Zamudio-Flores, PB., Rios-Velasco, C.,
Ibarra-Junquera, V. and Ruiz-Cruz, S. 2016. Effect of pectin
concentration and properties on digestive events involved
on micellarization of free and esterified carotenoids. Food
Hydrocolloids. 60: 580-588.



Victoria-Campos et al: Dietary sources, bioavailability and health effects / XXV (1): 156-168 (2023)

Cervantes-Paz, B., Ornelas-Paz, J.J,, Ruiz-Cruz, S., Rios-Velasco, C.,
Ibarra-Junquera, V., Yahia, E.M. and Gardea-Béjar, A.A. 2017.
Effects of pectin on lipid digestion and possible implications
for carotenoid bioavailability during pre-absorptive stages:
A review. Food Research International. 99: 917-927.

Cervantes-Paz, B., Yahia, E.M., Ornelas-Paz, J.J., Victoria-Campos,
C.., Pérez-Martinez, J.D. and Reyes-Herndndez, J. 2021.
Bioaccessibility of fat-soluble bioactive compounds (FSBC)
from avocado fruit as affected by ripening and FSBC
composition in the food matrix. Food Research International.
139: 109960.

Condurso, C,, Verzera, A., Dima, G., Tripodi, G., Crino, P, Paratore,
A. and Romano, D. 2012. Effects of different rootstocks on
aroma volatile compounds and carotenoid content of
melon fruits. Scientia Horticulturae, 148: 9-16.

Corte-Real, J., Bertucci, M., Soukoulis, C., Desmarchelier, C., Borel,
P, Richling, E.,, Hoffmann L. and Bohn, T. 2017. Negative
effects of divalent mineral cations on the bioaccessibility of
carotenoids from plant food matrices and related physical
properties of gastro-intestinal fluids. Food & Function. 8(3):
1008-1019.

Corte-Real, J., Desmarchelier, C., Borel, P, Richling, E., Hoffmann,
L.and Bohn, T. 2018. Magnesium affects spinach carotenoid
bioaccessibility in vitro depending on intestinal bile and
pancreatic enzyme concentrations. Food Chemistry. 239:
751-759.

da Costa, G.A. and Mercadante, A.Z. 2018. In vitro bioaccessibility
of free and esterified carotenoids in caja frozen pulp-based
beverages. Journal of Food Composition and Analysis. 68:
53-59.

De Andrade Lima, M., Charalampopoulos, D. and Chatzifragkou,
A. 2018. Optimisation and modelling of supercritical CO2
extraction process of carotenoids from carrot peels. The
Journal of supercritical fluids. 133: 94-102.

de la Fuente, B., Lépez-Garcia, G., Méfez, V., Alegria, A., Barberd,
R. and Cilla, A. 2019. Evaluation of the bioaccessibility of
antioxidant bioactive compounds and minerals of four
genotypes of Brassicaceae microgreens. Foods. 8(7): 250.

de Oliveira, C.L., Brychkova, G., Esteves-Ferreira, A.A., McKeown,
P, de Souza Gomes, M., Maluf, W.R., Augusto-Gomez L.A.
and Spillane, C. 2020. Thermal disruption of the food matrix
of biofortified lettuce varieties modifies absorption of
carotenoids by Caco-2 cells. Food Chemistry: 308: 125443.

de Munter, L., Maasland, D.H., van den Brandt, PA., Kremer, B.
and Schouten, LJ. 2015. Vitamin and carotenoid intake
and risk of head-neck cancer subtypes in the Netherlands
Cohort Study. The American Journal of Clinical Nutrition.
102(2): 420-432.

Dhliwayo, T., Palacios-Rojas, N., Crossa, J. and Pixley, K.V. 2014.
Effects of S, recurrent selection for provitamin A carotenoid
content for three open-pollinated maize cultivars. Crop
Science. 54(6): 2449-2460.

Desmarchelier, C. and Borel, P. 2017. Overview of carotenoid
bioavailability determinants: From dietary factors to host
genetic variations. Trends in Food Science & Technology.
69(Part B): 270-280.

de Souza Mesquita, L.M., Neves, B.V,, Pisani, L.P. and de Rosso,
V.V. 2020. Mayonnaise as a model food for improving the
bioaccessibility of carotenoids from Bactris gasipaes fruits.
LWT. 122: 109022.

Dhuique-Mayer, C., Servent, A., Messan, C., Achir, N., Dornier, M.
and Mendoza, Y. 2018. Bioaccessibility of biofortified sweet
potato carotenoids in baby food: impact of manufacturing
process. Frontiers in Nutrition: 5: 98.

Diamante, M.S., Borges, C.V., Minatel, 1.0., Jacomino, A.P, Basilio,
L.S.P, Monteiro, G.C,, Correa C.R,, de Oliveira R.A. and Lima,
G.PP. 2021. Domestic cooking practices influence the
carotenoid and tocopherol content in colored cauliflower.
Food Chemistry. 340: 127901.

Donado-Pestana, C.M., Salgado, J.M., de Oliveira Rios, A., dos
Santos, PR. and Jablonski, A. 2012. Stability of carotenoids,
total phenolics and in vitro antioxidant capacity in the
thermal processing of orange-fleshed sweet potato
(Ipomoea batatas Lam.) cultivars grown in Brazil. Plant Foods
for Human Nutrition. 67(3): 262-270.

Elizondo-Montemayor, L., Ramos-Parra, PA., Jacobo-Veldzquez,
D.A., Trevifo-Saldana, N., Marin-Obispo, L.M., Ibarra-Garza,
I.P, Garcia-Amezquita, L.E., del Follo-Martinez, A., Welti-
Chanes, J. and Herndndez-Brenes, C. 2020. High hydrostatic
pressure stabilized micronutrients and shifted dietary fibers,
from insoluble to soluble, producing a low-glycemic index
mango pulp. CyTA-Journal of Food. 18(1): 203-215.

Eriksen, J.N., Luu, AY., Dragsted, L.O. and Arrigoni, E. 2017.
Adaption of an in vitro digestion method to screen
carotenoid liberation and in vitro accessibility from
differently processed spinach preparations. Food Chemistry.
224:407-413.

Etzbach, L., Stolle, R., Anheuser, K., Herdegen, V., Schieber,
A. and Weber, F. 2020. Impact of different pasteurization
techniques and subsequent ultrasonication on the in vitro
bioaccessibility of carotenoids in Valencia Orange (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) juice. Antioxidants. 9(6): 534.

Ferioli, F, Giambanelli E., D'Antuono, L. F, Costa, H.S.,
Albuquerque, T.G., Silva, A.S., Hayran, O. and Kogaoglu,
B. 2013. Comparison of leafy kale populations from Italy,
Portugal, and Turkey for their bioactive compound content:
phenolics, glucosinolates, carotenoids, and chlorophylls.
Journal of the Science of Food and Agriculture. 93(14): 3478-
34809.

Fernandez-Orozco, R., Gallardo-Guerrero, L. and Hornero-
Méndez, D. 2013. Carotenoid profiling in tubers of different
potato (Solanum sp) cultivars: Accumulation of carotenoids
mediated by xanthophyll esterification. Food Chemistry.
141(3): 2864-2872.

Fratianni, A., Adiletta, G, Di Matteo, M., Panfili, G., Niro, S.,
Gentile, C,, Farina, V., Cinquanta, L. and Corona, O. 2020.
Evolution of carotenoid content, antioxidant activity and
volatiles compounds in dried mango fruits (Mangifera indica
L.). Foods. 9(10): 1424.

Garcia-Cayuela, T., Nufo-Escobar, B., Welti-Chanes, J. and Cano,
M.P. 2018. In vitro bioaccessibility of individual carotenoids
from persimmon (Diospyros kaki, cv. Rojo Brillante) used as
an ingredient in a model dairy food. Journal of the Science
of Food and Agriculture. 98(9): 3246-3254.

Garcia-Romera, M.C,, Silva-Viguera, M.C,, Lépez-lzquierdo, |.,
Lépez- Muioz, A., Capote-Puente, R. and Gargallo-Martinez,
B. 2022. Effect of macular pigment carotenoids on cognitive
functions: A systematic review. Physiology & Behavior. 254:
113891.

—
—

R

Volumen XXV, NiUmero 1 "2



Victoria-Campos et al: Biotecnia / XXV (1): 156-168 (2023)

Goltz, S.R., Campbell, WW., Chitchumroonchokchai, C., Failla,
M.L. and Ferruzzi, M.G. 2012. Meal triacylglycerol profile
modulates postprandial absorption of carotenoids in
humans. Molecular Nutrition & Food Research. 56(6): 866-
877.

Gonzadlez-Casado, S., Martin-Belloso, O., Elez-Martinez, P. and
Soliva-Fortuny, R. 2018. Application of pulsed electric
fields to tomato fruit for enhancing the bioaccessibility
of carotenoids in derived products. Food & Function. 9(4):
2282-2289.

Hayes, M., Pottorff, M., Kay, C., Van Deynze, A., Osorio-Marin,
J., Lila, M. A, lorrizo M. and Ferruzzi, M.G. 2020. In vitro
bioaccessibility of carotenoids and chlorophylls in a diverse
collection of spinach accessions and commercial cultivars.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 68(11): 3495-
3505.

Hempel, J., Schadle, C.N., Sprenger, J., Heller, A, Carle, R. and
Schweiggert, R.M. 2017. Ultrastructural deposition forms
and bioaccessibility of carotenoids and carotenoid esters
from goji berries (Lycium barbarum L.). Food Chemistry. 218:
525-533.

Hu, K., Peng, D.,Wang, L., Liu, H., Xie, B.and Sun, Z. 2021. Effect of
mild high hydrostatic pressure treatments on physiological
and physicochemical characteristics and carotenoid
biosynthesis in postharvest mango. Postharvest Biology and
Technology. 172: 111381.

Iddir, M., Porras Yaruro, J.F,, Cocco, E., Hardy, E.M., Appenzeller,
B.M., Guignard, C., Larondelle Y. and Bohn, T. 2021. Impact
of protein-enriched plant food items on the bioaccessibility
and cellular uptake of carotenoids. Antioxidants. 10(7): 1005.

Iskandar, A.R., Miao, B., Li, X, Hu, K.Q,, Liu, C. and Wang, X.D.
2016. B-cryptoxanthin reduced lung tumor multiplicity
and inhibited lung cancer cell motility by downregulating
nicotinic acetylcholine receptor a7 signaling. Cancer
Prevention Research. 9(11): 875-886.

Jacobo-Veldzquez, D.A. and Hernandez-Brenes, C. 2012. Stability
of avocado paste carotenoids as affected by high hydrostatic
pressure processing and storage. Innovative Food Science &
Emerging Technologies. 16: 121-128.

Jeffery, J.L., Turner, N.D. and King, S.R. 2012. Carotenoid
bioaccessibility from nine raw carotenoid-storing fruits and
vegetables using an in vitro model. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 92(13): 2603-2610.

Karppi, J., Kurl, S., Mékikallio, T.H., Ronkainen, K. and Laukkanen,
J.A. 2013. Serum B-carotene concentrations and the risk of
congestive heart failure in men: a population-based study.
International Journal of Cardiology. 168(3): 1841-1846.

Kim, J.H., Lee, J., Choi, IJ., Kim, Y.I., Kwon, O., Kim, H. and Kim,
J. 2018. Dietary carotenoids intake and the risk of gastric
cancer: A case—control study in Korea. Nutrients. 10(8):
1031.

Kljak, K.and Grbesa, D.2015. Carotenoid content and antioxidant
activity of hexane extracts from selected Croatian corn
hybrids. Food Chemistry. 167: 402-408.

Kopec, R.E. and Failla, M.L. 2018. Recent advances in the
bioaccessibility and bioavailability of carotenoids and effects
of other dietary lipophiles. Journal of Food Composition and
Analysis. 68: 16-30.

Kourouma, V., Mu, TH., Zhang, M. and Sun, H.N. 2019. Effects of
cooking process on carotenoids and antioxidant activity of
orange-fleshed sweet potato. Lwt. 104: 134-141.

L
\)‘;‘?" Volumen XXV, Niumero 1
=166

Kulczynski, B., Gramza-Michatowska, A., Kobus-Cisowska, J. and
Kmiecik, D. 2017. The role of carotenoids in the prevention
and treatment of cardiovascular disease — Current state of
knowledge. Journal of Functional Foods. 38(Part A): 45-65.

Lara-Abia, S., Welti-Chanes, J. and Cano, M.P. 2021. Effect
of high hydrostatic pressure on the extractability and
bioaccessibility of carotenoids and their esters from papaya
(Carica papaya L.) and its impact on tissue microstructure.
Foods. 10(10): 2435.

Laurora, A., Bingham, J.P, Poojary, M.M., Wall, M.M. and Ho,
K.K. 2021. Carotenoid composition and bioaccessibility of
papaya cultivars from Hawaii. Journal of Food Composition
and Analysis. 101: 103984.

Lebaka, V. R, Wee, Y. J,, Ye, W. and Korivi, M. 2021. Nutritional
composition and bioactive compounds in three different
parts of mango fruit. International Journal of Environmental
Research and Public Health. 18(2): 741.

Leong, S. Y. and Oey, |. 2012. Effects of processing on
anthocyanins, carotenoids and vitamin C in summer fruits
and vegetables. Food Chemistry. 133(4): 1577-1587.

Li, Q, Li, T, Liu, C, Chen, J.,, Zhang, R, Zhang, Z, Dai T. and
McClements, D.J. 2016. Potential physicochemical basis
of Mediterranean diet effect: Ability of emulsified olive oil
to increase carotenoid bioaccessibility in raw and cooked
tomatoes. Food Research International. 89: 320-329.

Liang, M., Su, X, Yang, Z, Deng, H. Yang, Z, Liang, R. and
Huang, J. 2020. Carotenoid composition and expression of
carotenogenic genes in the peel and pulp of commercial
mango fruit cultivars. Scientia Horticulturae. 263: 109072.

Lopez-Géamez, G., Elez-Martinez, P,, Martin-Belloso, O. and Soliva-
Fortuny, R. 2021. Pulsed electric field treatment strategies
to increase bioaccessibility of phenolic and carotenoid
compounds in oil-added carrot purees. Food Chemistry.
364:130377.

Lu, M.S,, Fang, Y.J., Chen, Y.M., Luo, W.P, Pan, Z.Z., Zhong, X. and
Zhang, C.X. 2015. Higher intake of carotenoid is associated
with a lower risk of colorectal cancer in Chinese adults: a
case—control study. European Journal of Nutrition, 54(4):
619-628.

Ma, T, Tian, C,, Luo, J,, Sun, X, Quan, M., Zheng, C. and Zhan,
J. 2015. Influence of technical processing units on the
a-carotene, B-carotene and lutein contents of carrot (Daucus
carrot L.) juice. Journal of Functional Foods. 16: 104-113.

Mapelli-Brahm, P, Stinco, C.M., Rodrigo, M.J., Zacarias, L. and
Meléndez-Martinez, A.J. 2018. Impact of thermal treatments
on the bioaccessibility of phytoene and phytofluene in
relation to changes in the microstructure and size of orange
juice particles. Journal of Functional Foods. 46: 38-47.

Matsumoto, M., Waki, N., Suganuma, H., Takahashi, I., Kurauchi, S.,
Sawada, K, Tokuda, I., Misawa, M., Ando, M., Itoh, K.and Ihara,
K. 2020. Association between biomarkers of cardiovascular
diseases and the blood concentration of carotenoids among
the general population without apparent illness. Nutrients.
12(8):2310.

Meléndez-Martinez, A.J., Pérez-Gélvez, A. Roca, M., Estévez-
Santiago, R., Olmedilla-Alonso, B., Mercadante, A.Z. and
Ornelas-Paz, JJ. 2017. Bioavailability of carotenoids,
determining factors and estimation methods (in Spanish).
En: Carotenoides en agroalimentacion y salud. Meléndez-
Martinez A.J. (ed.), pp 574-608. Editorial Terracota S.A. de
C.V., México.



Victoria-Campos et al: Dietary sources, bioavailability and health effects / XXV (1): 156-168 (2023)

Mercado-Mercado, G., Montalvo-Gonzélez, E., Gonzalez-
Aguilar, G.A., Alvarez-Parrilla, E. and Sdyago-Ayerdi, S.G.
2018. Ultrasound-assisted extraction of carotenoids from
mango (Mangifera indica L!Ataulfo’) by-products on in vitro
bioaccessibility. Food Bioscience. 21: 125-131.

Orddnez-Santos, L.E., Martinez-Girén, J. and Arias-Jaramillo,
M.E. 2017. Effect of ultrasound treatment on visual color,
vitamin C, total phenols, and carotenoids content in Cape
gooseberry juice. Food Chemistry. 233: 96-100.

Ornelas-Paz, J.J., Yahia, EIM. and Gardea-Béjar, A.A. 2010.
Bioconversion efficiency of B-carotene from mango fruit
and carrots in vitamin A. American Journal of Agricultural
and Biological Sciences. 5(3): 301-308.

Ornelas-Paz, J.J. and Yahia, E.M. 2014. Effect of the moisture
content of forced hot air on the postharvest quality and
bioactive compounds of mango fruit (Mangifera indica L.
Cv. Manila). Journal of the Science of Food and Agriculture.
94(6): 1078-1083.

Ornelas-Paz, J.J., Meza, M.B., Obenland, D, Friscia, K.R., Jain, A.,
Thornton, S. and Prakash, A. 2017. Effect of phytosanitary
irradiation on the postharvest quality of Seedless Kishu
mandarins (Citrus kinokuni mukakukishu). Food Chemistry.
230:712-720.

Ranganath, K.G., Shivashankara, K.S., Roy, TK. Dinesh, M.R,
Geetha, G.A., Pavithra, K.C. and Ravishankar, K.V. 2018.
Profiling of anthocyanins and carotenoids in fruit peel of
different colored mango cultivars. Journal of Food Science
and Technology. 55(11): 4566-4577.

Reboul, E. 2013. Absorption of vitamin A and carotenoids by
the enterocyte: focus on transport proteins. Nutrients. 5(9):
3563-3581.

Reif, C., Arrigoni, E., Berger, F.,, Baumgartner, D. and Nystrém, L.
2013. Lutein and B-carotene content of green leafy Brassica
species grown under different conditions. LWT-Food Science
and Technology. 53(1): 378-381.

Rock, C.L. and Swendseid, M.E. 1992. Plasma f-carotene
response in humans after meals supplemented with dietary
pectin. The American Journal of Clinical Nutrition. 55(1):
96-99.

Rowles, J.L. and Erdman, J.W. 2020. Carotenoids and their role
in cancer prevention. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Molecular and Cell Biology of Lipids. 1865: 158613.

Samuoliené, G. Brazaityté, A. Sirtautas, R. Virsilé, A,
Sakalauskaité, J., Sakalauskiené, S. and Duchovskis, P. 2013.
LED illumination affects bioactive compounds in romaine
baby leaf lettuce. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 93(13): 3286-3291.

Schweiggert, R.M., Mezger, D., Schimpf, F, Steingass, C.B. and
Carle, R. 2012. Influence of chromoplast morphology on
carotenoid bioaccessibility of carrot, mango, papaya, and
tomato. Food Chemistry. 135(4): 2736-2742.

Schweiggert, R.M. and Carle, R. 2017. Carotenoid deposition in
plant and animal foods and its impact on bioavailability.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 57(9): 1807-
1830.

Sluijs, 1., Cadier, E., Beulens, JW.J., Spijkerman, A.M.W. and Van
der Schouw, Y.T. 2015. Dietary intake of carotenoids and risk
of type 2 diabetes. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular
Diseases. 25(4): 376-381.

Suo, G., Zhou, C,, Su, W. and Hu, X. 2022. Effects of ultrasonic
treatment on color, carotenoid content, enzyme activity,
rheological properties, and microstructure of pumpkin juice
during storage. Ultrasonics Sonochemistry. 84: 105974.

Swapnil, P, Meena, M., Singh, S.K,, Dhuldhaj, U.P, Harish. and
Marwal, A. 2021. Vital roles of carotenoids in plants and
humans to deteriorate stress with its structure, biosynthesis,
metabolic engineering and functional aspects. Current
Plant Biology. 26:100203.

Szczepanska, J., Skapska, S., Potaska, M. and Marszatek, K. 2022.
High pressure homogenization with a cooling circulating
system: The effect on physiochemical and rheological
properties, enzymes, and carotenoid profile of carrot juice.
Food Chemistry. 370: 131023.

Van Hoang, D., Pham, N.M,, Lee, A.H., Tran, D.N. and Binns, C.W.
2018. Dietary carotenoid intakes and prostate cancer risk: A
case-control study from Vietnam. Nutrients. 10(1): 70.

Viacava, F, Ramos-Parra, PA. Welti-Chanes, J. and Jacobo-
Velazquez, D.A. 2021. High hydrostatic pressure processing
of whole carrots: Effect of static and multi-pulsed mild
intensity hydrostatic pressure treatments on bioactive
compounds. Foods. 10(2): 219.

Victoria-Campos, C.l., Ornelas-Paz, J.J., Yahia, E.M., Jiménez-
Castro, J.A., Cervantes-Paz, B., Ibarra-Junquera, V., Pérez-
Martinez, J.D., Zamudio-Flores, P.B. and Escalante-Minakata,
P. 2013. Effect of ripening, heat-processing, and fat type
on the micellarization of pigments from jalapefio peppers.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 61(41): 9938-
9949.

Wang, Y., Chung, S.J., McCullough, M.L,, Song, W.O., Fernandez,
M.L,, Koo, S.I. and Chun, OK. 2014. Dietary carotenoids are
associated with cardiovascular disease risk biomarkers
mediated by serum carotenoid concentrations. The Journal
of Nutrition. 144(7): 1067-1074

Yahia, E. M., Ornelas-Paz, J. J., Emanuelli, T., Jacob-Lopes, E.,
Queiroz-Zepka, L. and Cervantes-Paz, B. 2018. Chemistry,
stability and biological actions of carotenoids. En: Fruit and
vegetable phytochemicals. Yahia, E.M. (ed.), pp 285-345.
Blackwell Publishing., England.

Yuan, C, Chen, H, Wang, Y., Schneider, JA., Willett, W.C.
and Morris, M.C. 2021. Dietary carotenoids related to
risk of incident Alzheimer dementia (AD) and brain AD
neuropathology: a community-based cohort of older adults.
The American Journal of Clinical Nutrition. 113(1): 200-208.

Zhang, Z., Wei, Q,, Nie, M., Jiang, N., Liu, C,, Liu, C,, Li, D. and Xu,
L. 2018. Microstructure and bioaccessibility of different
carotenoid species as affected by hot air drying: Study on
carrot, sweet potato, yellow bell pepper and broccoli. LWT.
96:357-363

Zhang, W., Yu, Y,, Xie, F, Gu, X., Wy, J. and Wang, Z. 2019. High
pressure homogenization versus ultrasound treatment of
tomato juice: Effects on stability and in vitro bioaccessibility
of carotenoids. LWT. 116: 108597.

Zhao, J.J., Wang, J.B., Zhang, X.C,, Li, H.L. and Gao, Z.Y. 2013.
Effect of bagging on the composition of carbohydrate,
organic acid and carotenoid contents in mango fruit. Acta
Horticulturae. 992: 537-542.

Zhong, S., Vendrell-Pacheco, M., Heskitt, B.,
Chitchumroonchokchai, C., Failla, M., Sastry, S.K. Francis,
D.M., Martinez-Belloso, O., Elez-Martinez, P. and Kopec,
R.E. 2019. Novel processing technologies as compared to

)

)
Vol XXV, Nu 11— /
olumen dmero 1&%/

=
\—



~—
-
=N

v
m‘
00

—
=<

| S

Victoria-Campos et al: Biotecnia / XXV (1): 156-168 (2023)

thermal treatment on the bioaccessibility and Caco-2 cell
uptake of carotenoids from tomato and kale-based juices.

Journal of Agricultural and Food Chemistry. 67(36): 10185-
10194.

Zhou, W,, Niy, Y., Ding, X., Zhao, S., Li, Y., Fan, G, Zhang, S. and
Liao, K. 2020. Analysis of carotenoid content and diversity
in apricots (Prunus armeniaca L.) grown in China. Food
Chemistry. 330: 127223.

Volumen XXV, Niumero 1



Universidad de Sonora
“El saber de mis hijos hard §
mi grandeza”

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

) 0@
Biotecnia

Evaluation of antimicrobial susceptibility and genetic profiles (ERIC-PCR)
of Enterococcus species isolated from chicken viscera

Evaluacion de la susceptibilidad a antibioticos y perfiles genéticos (ERIC-PCR) de especies
Enterococcus aislados de visceras de pollo

Arantxa Almada-Corral’, Maritza Alejandra Cordero-Ortiz’, Lizbeth Dolores Ballesteros-Herrera', Siria de Jesus

Calderén-Montoya', Enrique Bolado-Martinez', Reyna Isabel Sanchez-Marifiez', Alfonso Garcia-Galaz? Iracema del

Carmen Rodriguez-Hernandez', Mario Onofre Cortez-Rocha® and Maritza Lizeth Alvarez-Ainza'*

! Laboratory of Microbiology, Department of Chemical and Biological Sciences, University of Sonora. Boulevard Luis Encinas
y Rosales s/n, C.P. 83000, Hermosillo, Sonora, Mexico.

2 Coordination of Food Science. Research Center in Food and Development A.C., Carretera a la Victoria Km 0.6, P.O. Box 1735,
Hermosillo, Sonora, Mexico.

3 Laboratory of Microbiology, Department of Food Research and Graduate Program, University of Sonora. Boulevard Luis
Encinas y Rosales s/n, C.P. 83000, Hermosillo, Sonora, Mexico.

ABSTRACT

The genus Enterococcus can be found in water, soil,
and food, and above all, they are part of the animal (including
human) intestinal microbiota. Food prevalence is mainly due
to their resistance to adverse environmental conditions.
Seventy-three isolates from chicken viscera were confirmed
to belong to the Enterococcus genus by biochemical tests
and carbohydrate fermentation. Phenotypic characterization
of the species indicates that E. casseliflavus was the predo-
minant specie. Antimicrobial resistance to amikacin (42 %),
kanamycin (38 %), streptomycin (55 %) and erythromycin (33
%) in the isolates was notorious. The analysis obtained from
ERIC-PCR profiles shows a high genetic variability among the
isolates. In addition, a relationship between the antimicrobial
and ERIC-PCR profiles was observed among isolates. These
results indicate the presence of multi-resistant Enterococcus
in commercial chicken viscera with high genetic variability,
which could be a potential nosocomial bacterium or transfer
this resistance to another pathogenic species causing human
diseases.
Keywords: Enterococcus; antimicrobials; identification; resis-
tance; food safety.

RESUMEN

El género Enterococcus puede ser encontrado en agua,
sueloyengeneral entodoambiente, son parte de la microbio-
ta intestinal de animales, incluyendo a humanos. La prevalen-
cia en alimentos se debe principalmente a la resistencia que
presentan a las condiciones adversas del ambiente. Setenta
y tres aislados de visceras de pollo fueron confirmados como
pertenecientes al género a través de pruebas bioquimicas y
fermentacién de carbohidratos. La caracterizacién bioquimi-
ca indico que la especie predominante fue E. casseliflavus. La
resistencia de los aislados a antimicrobianos fue notoria para
amikacina (42 %), kanamicina (38 %), estreptomicina (55 %), y
eritromicina (33 %). El andlisis obtenido por ERIC-PCR mostré
una alta variabilidad genética entre los aislados. Asi también,
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Recibido: 10 de octubre de 2022

Aceptado: 9 de noviembre de 2022

los aislados mostraron relaciéon entre los perfiles obtenidos
con la susceptibilidad a antimicrobianos y por ERIC-PCR. Es-
tos resultados muestran la multi-resistencia de Enterococcus
en visceras de pollo expedidos comercialmente, con una alta
variabilidad genética. Ademas, estos Enterococcus pueden ser
potencialmente patégenos en individuos como una bacteria
nosocomial y ademas transferir la resistencia en especies
que son estrictamente patdgenas y causan enfermedades al
humano.

Palabras clave: Enterococcus; antimicrobianos; identifica-
cién; resistencia; seguridad alimentaria.

INTRODUCTION

Enterococcus genus are Gram-positive cocci, gene-
rally grouped in pairs or short chains. They are facultative
anaerobes, catalase-negative, and have Lancefield group
D oligosaccharides. Their primary habitat is water, soil, and
food; above all, they are part of animal (including) intestinal
microbiota (Ortega-Gonzélez, 2010). The Enterococcus genus
include species associated with human diseases whose pre-
valence in food is mainly due to their resistance to adverse
environmental conditions (Marguet et al., 2008; Chajecka-
Wierzchowska et al., 2017). Enterococcus faecalis and E. fae-
cium are the two main species involved in human infections
such as bacteremia, infective endocarditis, wound infections,
and urinary tract infections, among others (Alzahrani et al.,
2022; Hammerum 2012; Hayes et al., 2004), and they are re-
sistant to antimicrobials. Enterococcus is inherently resistant
to several first-line antimicrobial agents; they show low-level
resistance to B-lactams and aminoglycosides (Alzahrani et al.,
2022). Therefore, controlling bacterium infections and avoi-
ding cross-contamination with food is of utmost importance
(Hammerum, 2012).

Since the detection of vancomycin-resistant Entero-
coccus and streptogramin-resistant E. faecium outside hos-
pitals, molecular typing methods have been implemented
to compare enterococci from different sources. The genetic
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profiles obtained gave a clearer picture of the isolates in-
volved and a comparison of the clonal transfer of plasmids
(Hammerum, 2012).

Molecular techniques are preferable to phenotypic
ones due to their better reproducibility, typing power, versa-
tility, and discrimination. They are widely used as a comple-
ment to conventional epidemiological investigations, for the
study of nosocomial infections of bacterial etiology as well
as in the epidemiological study of different bacterial isolates
distribution, based on genetic profiles (Corrales and Lopez-
Canovas, 2016). One of the molecular techniques proven
useful to precisely distinguish between E. faecalis and E. hirae
isolates, and to reveal the genetic diversity of E. faecalis iso-
lates from birds is the amplification of intergenic repetitive
consensus sequences (ERIC-PCR). In addition, it has shown
great discriminating power between cheese E. faecium
isolates, compared to other techniques such as pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE). Therefore, it is useful to obtain a
bacterial genetic distribution and epidemiology (Blanco et
al., 2017). Also, in other studies, ERIC-PCR has shown a good
differentiation power for E. coli molecular typing (Ardakani
and Ranjbar, 2016; Ramakrishnan et al., 2022).

Thus, the aim of this study was to determine the anti-
biotic susceptibility and the genetic profiles using ERIC-PCR
of Enterococcus spp. previously isolated from commercial
chicken viscera in order to observe the relationship of these
isolates.

MATERIALS AND METHODS
Strain reactivation

Enterococcus samples isolated from chicken viscera
purchased in retail stores from Hermosillo, Sonora, México,
were conserved by deep freezing (-80 °C). Vials were defros-
ted at 25 °C, placed into BHI broth, and incubated at 36 °C
for 24 - 48 h for reactivation. Initially, every chicken viscera
was evaluated according to the Official Mexican Norm NOM-
210-SSA1-2014 (DOF, 2015) at the University of Sonora Mi-
crobiology laboratory, for the obtention of Enterococcus. All
the positive and confirmed Enterococcus isolates were used
in this study.

Phenotypic characterization

Biochemical tests were performed on the previous
isolates to observe the typical characteristics of the genus En-
terococcus. The tests carried out were Gram staining, catalase,
growth in salty BHI broth, and Bile Esculin Medium (BEM)
(Devriese et al., 1993). Also, the carbohydrate fermentation
test was carried out according to the recommendations of
Garcia-Galaz et al. (2004). Sorbose, lactose, adonitol, me-
lezitose, melibiose, raffinose, arabinose, glucose, galactose,
sorbitol, sucrose, trehalose, inulin, xylose and mannitol were
used.

Antimicrobial resistance determination
The disk diffusion method was used according to
the recommendation of the Clinical & Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2020) to evaluate the isolates resistance to the
following antimicrobials: ampicillin (10 pg), streptomycin (10
pg), gentamicin (10 pg), amikacin (30 pg), kanamycin (30 pg),
amoxicillin/clavulanic acid (20 +10 pg), erythromycin (15 pg),
ciprofloxacin (5 ug), norfloxacin (10 pg), nitrofurantoin (100
pg), imipenem (10 pg), tetracycline (30 pg) and vancomycin
(30 pg). Staphylococcus aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC
29212) and E. faecalis (ATCC 51299) were used as control stra-
ins. The assay was performed in Mueller-Hinton Agar (Difco),
and the inoculum of each bacterium was obtained by the
absorbance 665 nm (0.08 - 01) using a spectrometer (Thermo
Spectronic 40001/4).

Genomic characterization by ERIC-PCR

DNA extraction. Once the isolates were phenotypically cha-
racterized, their genomic DNA was extracted according to
Wright et al. (2017) with some modifications using lysozyme
(24000 kU/mL, Sigma, Canada) and mutanolysin (40 kU/mL).
The DNA integrity was checked through a 1.0 % agarose gel
electrophoresis and developed with GelRed (Biotum, U.S.A.)
under ultraviolet light. Subsequently, the bacterial genetic
material was quantified using an AquaMate Vis spectropho-
tometer (Thermo Scientific).

ERIC-PCR. Amplification of the DNA extracted from each
isolate was carried out by the ERIC-PCR technique. The
reaction mixture contained 200 pM of dNTP’s, 0.4 uM of
ERIC- 1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3'), 0.4 uM ERIC-2
(5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3'), 2 mM of MgCl, (Pro-
mega, USA), 5 uL of 5X buffer with dye (Promega, USA), and
one U of Tag DNA polymerase (Promega, USA). Then, sterile
deionized water was added to complete a final volume of
20 pL and gently homogenized. Finally, 5 uL of previously
extracted DNA (containing 100 ng) were added to each mi-
crotube with the reaction mixture (Modified from Cabral et
al., 2012; Durmaz et al., 2015). After obtaining the ERIC-PCR
results, the profiles were visualized or checked through a 1.5
% agarose gel electrophoresis and developed with GelRed
(Biotum, U.S.A.) under ultraviolet light, and the image captu-
red by the photodocumentator WiseDOc (WGD-305, Korea).
The fragments size was estimated and compared with the
100-bp molecular ladder.

Statistical analysis

The results of the carbohydrate fermentation test and
the ERIC-PCR profiles were analyzed with the BioNumerics
version 6.5 software (Applied Maths, Belgium), using Pearson
or UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) to make the clusters and the DICE coefficient (80 %),
which provides a percentage of similarity among the Ente-
rococcus isolates. Furthermore, the ERIC-PCR results were
correlated with the determination of antibiotic resistance
through the disk diffusion test (Durmaz et al., 2015).

RESULTS AND DISCUSSION
A total of 73 isolates were confirmed to belong to the
Enterococcus genus. The carbohydrate fermentation results
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gave the presumptive phenotypic characterization of the
species, and by means of the BioNumerics program output,
it was possible to form isolates groups, a dendrogram (Figure
1). It allowed us to relate and discriminate the species with
more than 60 % similarity. According to the prevalence (%)
for each Enterococcus species, E. casseliflavus and E. faecalis
showed the highest prevalence, corresponding to 53 % (39
isolates) and 20.5 % (15 isolates), respectively. The rest of the
species showed lower than or equal to 6 %, as shown in Table
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Figure 1. Dendrogram of Enterococcus species isolated from chicken visce-
ra, according to their biochemical characteristics.

Figure 1. Dendrograma de las especies de Enterococcus aisladas de visceras
de pollo, de acuerdo con sus caracteristicas bioquimicas.

Table 1. Enterococcus species isolated from chicken viscera identified by
biochemical characteristics.

Tabla 1. Especies de Enterococcus aisladas de visceras de pollo, de acuerdo
con sus caracteristicas bioquimicas.

Identified species Total isolated % Isolated
E. casseliflavus 49 53 %
E. faecalis 21 23%
E. raffinosus 8 9%
E. faecium 5 5%
E. solitarius 3 3%
E. mundtii 3 3%
E. malodoratus 2 2%
E. cecorum 1 1%
E.durans 1 1%
Total 73 100 %

In chickens, it has been observed that an age-
dependent succession of enterococcal species colonizes
the intestines. Initially, they are colonized by E. faecalis, then
displaced mainly by E. faecium, and afterwards, these species
are replaced by E. cecorum in adult chickens (Aarestrup et
al., 2002; Lebreton et al., 2014). Nevertheless, Lebreton et al.
(2014) indicate that E. faecalis is also found in young chickens.
For this reason, the E. faecalis species found in our study
could be due to human contamination during handling the
product since they were not young chickens.

Our results differ from those reported by Hidano et al.
(2015) and Alzahrani et al. (2022), who isolated Enterococcus
species from chicken product samples. They found that E.
faecalis (75 and 50 %) dominated as the high-prevalence spe-
cies followed by E. faecium (16 and 33 %). This contrasts with
our results since E. faecalis appeared with high frequency,
whereas E. faecium had a prevalence near 5 %.

On the other hand, E. cecorum was initially described
as part of the normal microbiota in poultry, which coincides
with the findings in this work. Even if it was found in low
proportion, it is recognized as an important pathogen in
feedlots. In the case of humans, it has had sporadic partici-
pation in infections such as septicemia, endocarditis and
osteomyelitis (Hayes et al., 2004).

Gallegos and Guerrero (2004) performed a similar stu-
dy in which Enterococcus was isolated from chicken viscera.
They found that 23 % of isolates belonged to E. casseliflavus,
also reporting E. cecorum (22.8 %), E. gallinarum (19.4 %), E.
sulfureus (10.1 %), Enterococcus spp. (8.4 %), E. avium (6.7 %),
E. malodoratus (5.9 %), E. faecalis (1.6 %) and E. hirae (0.8 %).
These results partially agree with the data obtained in our
study. The diversity of species is similar, E. casseliflavus was
predominated in both cases, but there is dissimilarity in the
other species prevalence, which might be due to the raising
poultry practices, that can modify the Enterococci species in
the microbiota.

Volumen XXV, Nimero 1

171



Almada-Corral et al: Biotecnia / XXV (1): 169-176 (2023)

Resistance to Antibiotics by Disk Diffusion

Results of the resistance profiles determined by the
disk diffusion test are presented in Table 2. The antimicrobial
resistance demonstrated by all the isolates to antibiotics
was notorious for amikacin (42 % of the isolates), kanamycin
(38 %), streptomycin (55 %) in addition to erythromycin
(33 %). These results indicate that the susceptibility to the
antimicrobials is low and a large number of the isolated
showed intermediate susceptibility. Also, it is noteworthy the
representative number of isolated resistance to vancomycin
(22 %), which is interesting since these isolates were obtai-
ned from chicken viscera, not from a hospital source, where
phenotypes with resistance to this antibiotic are commonly
found.The results in this work are similar to those reported by
Alzahrani et al. (2022), where resistance to tetracycline (55.6
%), erythromycin (31.1 %), ciprofloxacin (21.1 %) ampicillin
(30 %) and nitrofurantoin (17.8 %) were the most frequent,
except the last two antibiotics which in our work, showed
low resistance. In theory, the chicken viscera isolated have
not been exposed to antibiotics. However, it is possible that
the human handling of the product in the supermarket was
the contamination source.

Moreover, it is acknowledged that different types
of antibiotics are used in poultry raising, mainly those that
belong to macrolides (erythromycin), trimethoprim, fluoro-
quinolones and tetracyclines, either in a therapeutic or sub-
therapeutic way. For this reason, the resistance shown may
be due to the chicken viscera samples obtained. Poultry may
have been exposed to antibiotics belonging to any of these
groups. However, it should be noted that enterococci have
intrinsic resistance to macrolides (Novais et al., 2013; Daniel
etal., 2015; Woolhouse et al., 2015).

The results of the disk diffusion test shows that
the isolates are multidrug-resistant. However, one isolate
showed resistance to eight antibiotics and was characterized
as Enterococcus faecium. Its high percentage of resistance to
vancomycin is worrisome because it is a naturally multi-resis-
tant bacterium, in which daptomycin and linezolid resistance
also begins to appear. In some cases, this has led to a total
absence of effective antibiotics (Alds, 2015).

The multidrug resistance among Enterococcus species
may be due to their intrinsic resistance to aminoglycosides
and B-lactams, or because they can easily acquire resistance
from the environment where extrinsic resistance is found.

Table 2. Enterococcus spp. susceptibility to antibiotics analyzed by the disc diffusion method.

Table 2. Susceptibilidad a antibioticos en Enterococcus spp. analizados a través del método de disco

difusion.
o % Resistant % Intermediate % Susceptible
Drug grou Antibiotic
Sl (n) (n) (n)
AMK 42 % (31) 14 % (10) 44 % (32)
1. Aminoglycosides KAN 38 % (28) 35 % (26) 26 % (19)
STR 55 % (40) 20 % (15) 25% (18)
AMC 8 % (6) 0% (0) 92 % (67)
2. Aminopenicillins
AMP 2% (3) 1% (1) 96 % (70)
3. Carbapenems IMP 3% (2) 0% (0) 97 % (71)
clp 18 % (17) 27 % (20) 55 % (40)
4. Fluoroquinolones
NOR 14 % (10) 9% (7) 77 % (56)
5. Glycopeptides VAN 22 % (16) 21 % (15) 57 % (42)
6. Macrolides ERI 33 % (24) 38 % (38) 15% (11)
7. Nitrofurans NIT 10 % (14) 9% (7) 84 % (61)
8. Tetracyclines TCY 22 % (16) 4% (3) 74 % (54)

AMK: Amikacin; KAN: Kanamycin; STR: Streptomycin; AMC: Amoxicillin/clavulanic acid; AMP:
Ampicillin; IMP: Imipenem; CIP: Ciprofloxacin; NOR: Norfloxacin; VAN: Vancomycin; ERI: Erythromycin;
NIT: Nitrofurantoin; TCY: Tetracycline. The bacterium susceptibility (Resistant, Intermediate and
Susceptible) was determined based on CLSI recommendations and the disk fabricant of each
antimicrobial, using control strains.

AMK: Amikacina; KAN: Kanamicina; STR: Estreptomicina; AMC: Amoxicilina/acido clavuldnico;

AMP: Ampicilina; IMP: Imipenem; CIP: Ciprofloxacino; NOR: Norfloxacino; VAN: Vancomicina; ERI:
Eritromicina; NIT: Nitrofurantoina; TCY: Tetraciclina. La susceptibilidad de las bacterias (Resistente,
Intermedio y Susceptible) fue determinada basada en las recomendaciones del CLSl y las del
fabricante de cada antimicrobiano, utilizando las cepas control.
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Due to the massive use of antibiotics, a highly significant
increase in the prevalence of resistance has been observed
worldwide (Cercenado, 2011; Alds, 2015).

The appearance of MDR (Multidrug-resistant) bacteria
(in this case Enterococcus) in livestock and poultry industry
is a public health concern due to the reported transmission
of these bacteria to humans. The spread of MDR bacteria
occurs by consuming contaminated food, direct contact with
farmers and veterinarians or indirectly by handling animal
waste, contaminated soil, water, or surfaces. Resistance de-
terminants, carried by MDR strains, can also be transmitted
to other commensal isolates in the host and cause future
complications. In addition, infections caused by MDR isolates
have been associated with extended hospital stays, high
morbidity and mortality rates (Daniel et al., 2015; Price et al.,
2018; Beganovic etal., 2018).

It is known that the microbiota plays a fundamental
role in the regulation of the organism, and that the type
of microbiota depends on various factors, including diet.
Currently, selective microbiota associated with the consump-
tion of contaminated products with resistant bacteria has
been observed, which is also of great concern. Additionally,
bacteria such as enterococci can easily acquire and transfer
resistance. For this reason, it is essential to know the profiles
of resistance and proper of use antibiotics, whether in hu-
man, veterinary, or animal husbandry medicine.

ERIC-PCR

All the isolates showed around 2 - 11 bands in the
ERIC-PCR test. Most of them resulted in 3 (23.29 %), 4 (28.77
%), or 6 (13.70 %) bands. The ERIC segment size was 100 to
4,361 bp, coinciding with those reported by Wijetunge et al.
(2012) who characterized E. cecorum species isolated from
diseased poultry, and obtained between 2-7 bands with a
size of 200-5000 bp, similar to those obtained in our study.

The band analysis from the ERIC-PCR products elec-
trophoretic gels, through a dendrogram obtained by UPGMA
analysis using the DICE coefficient with a similarity value of
80 %, is shown in Figure 2. As can be seen, the analysis shows
a high genetic variability among the isolates, which coinci-
des with the findings of Wijetunge et al. (2012) and Blanco et
al. (2017).

Most of the clusters had around 20 and 60 % similarity
in the dendrogram analysis. Based on this, they were classi-
fied into 10 groups (I to X). Group | includes two E. casselifla-
vus isolates with 100 % similarity and one group of an isolate
with = 80 % similarity. Group Il contains two isolates with 100
% similarity (one E. casseliflavus, and the other E. solitarius),
and two groups with > 80 % similarity. Group Il comprises
two groups with > 80 % similarity, each with two isolates.
Groups IV and V have only one group with = 80 % similarity
containing two isolates each. Groups VI to X contain isolates
that do not have a significant percentage of similarity, which
is why they are considered different. This analysis shows the
genomic diversity among the isolated Enterococcus, even
among the specie characteristics determined by biochemical
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Figure 2. Dendrogram obtained from ERIC-PCR analysis of 73 Enterococcus
species isolated from chicken viscera.

Figure 2. Dendrograma obtenido del analisis por ERIC-PCR de 73 especies
de Enterococcus aisladas de visceras de pollo.

tests and carbohydrate fermentation.

Figure 3 shows the dendrogram that includes the
analysis of the ERIC-PCR genomic profiles and antibiotic
susceptibility tests. In this analysis, the two E. casseliflavus
isolates with 100% similarity in group | coincide in presenting
resistance to kanamycin, erythromycin and streptomycin. On
the other hand, they have > 80 % similarity with another E.
casseliflavus isolate, sharing resistance to kanamycin and
erythromycin. In group Il are two other isolates (E. casseli-
flavus and E. solitarius) with 100% similarity. This resistance
profile coincides with amikacin, kanamycin, erythromycin,
vancomycin, and streptomycin. Group Il presents two similar
isolates (E. casseliflavus and E. raffinosus) with resistance to
kanamycin, erythromycin and streptomycin; and two other
isolates (E. mundtii and E. faecalis) that have resistance to
erythromycin, tetracycline, vancomycin and streptomycin.
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Figure 3. Dendrogram obtained from the ERIC-PCR and antimicrobial pro-
files analysis of 73 Enterococcus species isolated from chicken viscera. AMK:
Amikacin; KAN: Kanamycin; STR: Streptomycin; AMC: Amoxicillin/clavulanic
acid; AMP: Ampicillin; IMP: Imipenem; CIP: Ciprofloxacin; NOR: Norfloxacin;
VAN: Vancomycin; ERI: Erythromycin; NIT: Nitrofurantoin; TCY: Tetracycline.
Figura 3. Dendrograma obtenido del andlisis por ERIC-PCR y de perfiles de
susceptibilidad a antimicrobianos de 73 especies de Enterococcus aisladas
de visceras de pollo. AMK: Amikacina; KAN: Kanamicina; STR: Estreptomici-
na; AMC: Amoxicilina/acido clavuldnico; AMP: Ampicilina; IMP: Imipenem;
CIP: Ciprofloxacino; NOR: Norfloxacino; VAN: Vancomicina; ERI: Eritromicina;
NIT: Nitrofurantoina; TCY: Tetraciclina.

In group IV, there are two isolates (E. casseliflavus and E. fae-
calis) with resistance to amikacin, kanamycin, erythromycin,
ciprofloxacin and streptomycin. Group V contains two similar
isolates (E. faecalis and E. casseliflavus) with resistance to ka-
namycin and norfloxacin.

The similarity percentage used for the dendrogram
analysis was > 80 %. Fifteen isolates had a resistance percen-
tage higher than or equal to 80 %, showing a great diversity

of strains among the isolates, even of the same species
according to the phenotypic characterization. As mentioned
above, this was perhaps due to the product handling in the
different supermarkets where poultry viscera were obtained.
Also, the chicken samples could come from different farms
and/or companies.

These results agree with those of Bedendo and Pigna-
tari (2000), where identical profiles were observed through
molecular techniques in E. malodoratus and E. hirae samples.
They stated that this may indicate that conducting studies
only at the phenotypic level, such as biochemical tests or
susceptibility to antibiotics, does not provide accurate results
about the species. Also, that among different species, it is
possible to obtain an identical band, thus both, phenotypic
and genotypic studies, complement each other. The mole-
cular techniques used to typify bacterial strains are known
to be statistically significant in discriminatory power and
reproducibility, standardization, and interpretation, making
them indispensable in any epidemiological study (Palomino-
Camargo and Gonzélez-Muhoz, 2014).

The isolates related through the ERIC-PCR profile also
showed a relationship with their antibiotic resistance profile.
This has been previously reported in enterococcal isolates
from hospitalized patients, which were related to their ERIC
band profile and antibiogram. A similar resistance pattern
among isolates classified in the same group could indicate
that they came from a common site and have both chro-
mosomal genes and resistance mechanisms (Zalipour et al.,
2019).

CONCLUSIONS

This study shows the prevalence of E. casseliflavus iso-
lates in chicken viscera. A high percentage of antimicrobial
resistance was observed to aminoglycoside and macrolide
antibiotics; also, the isolates had a worrying resistance per-
centage to vancomycin. The ERIC-PCR analysis showed high
genetic variability among the isolates and a correlation bet-
ween the antimicrobial and ERIC-PCR profiles.
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RESUMEN

Vanilla planifolia es la principal fuente vegetal de vaini-
llina, saborizante de amplia importancia comercial. Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae, principal patégeno de V. planifolia,
ha devastado cultivos enteros a nivel mundial. Vanilla pom-
pona posee resistencia a patégenos comunes del género. Va-
riaciones climaticas extremas repercuten en las interacciones
planta-patégeno. A partir del supuesto de que temperaturas
superiores a 28 °C intensifican la infectividad de F. oxysporum
en vainilla, se determiné la influencia del incremento de la
temperatura en la infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae
(cepa M21C5) en V. planifolia 'y dos hibridos de V. planifolia x
V. pompona. Se inocularon raices de esquejes de V. planifolia
y de los hibridos con suspensiones de esporas del hongo. Se
midié el avance de la enfermedad durante 60 dias a 25,30y
35 oC. Se emplearon cinco réplicas por tratamiento, incluyen-
do un lote testigo. Se utilizd ANOVA post hoc Tukey (P < 0.05)
para analizar los datos. V. planifolia fue susceptible a 35 °Cy
altamente susceptible a 25 y 30 °C. Ambos hibridos mostra-
ron resistencia al patégeno en las temperaturas evaluadas.
Por la resistencia mostrada, los hibridos de V. planifolia x V.
pompona son una alternativa viable ante el patégeno.
Palabras clave: Vainilla, pudricion de raiz y tallo, vigor hibri-
do, cambio climético.

ABSTRACT

Vanilla planifolia is the main vegetable source of va-
nillin, a flavoring of wide commercial importance. Fusarium
oxysporum f. sp. vanillae, the main V. planifolia pathogen, has
devastated whole crops worldwide. Vanilla pompona posses-
ses resistance to common genus pathogens. Extreme climatic
variations affect the plant-pathogen interactions. Based on
the assumption that temperatures above 28 °C will intensify
the infectivity of F. oxysporum in vanilla, we determined the
influence of the increase in temperature on the infectivity of
F. oxysporum f. sp. vanillae (strain M21C5) in V. planifolia and
two hybrids of V. planifolia x V. pompona. Root cuttings from
hybrids 1 and 2 (V. pompona x V. planifolia) and V. planifolia
were inoculated with F. oxysporum f. sp. vanillae spore sus-
pensions. Disease progression was measured for 60 days at
25, 30 and 35 °C. Five replicates per treatment were used,
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including a control group. ANOVA post hoc Tukey test (P <
0.05) was used for data analysis. V. planifolia was susceptible
at 35 °C and highly susceptible at 25 and 30 °C. Both hybrids
were resistant to the pathogen at the evaluated temperatu-
res. Due to the resistance, it was shown that V. planifolia x V.
pompona hybrids are a viable alternative to the pathogen.
keywords: Vanilla, root and stem rot, hybrid vigor, climate
change.

INTRODUCCION

La vainilla es una orquidea originaria de México y de
ella se obtiene la vainillina, uno de los productos aromaticos
mas demandados a nivel mundial que se obtiene delas vainas
de vainilla mediante un proceso de extraccién con alcohol
etilico (Mendoza Sadnchez et al., 2021). Las especies de vainilla
de mayor importancia en el mercado son Vanilla planifolia y
Vanilla pompona. El 95 % de la vainilla comercializada en el
mundo corresponde a V. planifolia (Bory et al., 2008). V. pom-
pona es de menor uso, casi restringido a la perfumeria, pero
cuenta con la caracteristica de ser una de las especies del
género mas resistente a patégenos y cambios ambientales
(Soto-Arenas y Solano-Gémez, 2007; Sinha et al., 2008). Entre
2019 y 2020, Madagascar, Indonesia y México generaron el
77.2 % (5739 t) de la vainilla que se produjo en el mundo
(FAO, 2022). Por su parte, Estados Unidos, Francia y Alemania
juntos representan alrededor del 80 % del comercio mundial
de vainilla (Businesscoot, 2022).

Todas las especies de plantas cultivadas tienen desa-
fios de enfermedades. La vainilla se propaga facilmente por
esquejes y es genéticamente uniforme en todas las areas
de produccién, no obstante, este método no garantiza la
calidad de las nuevas plantaciones (Carranza-Alvarez et al.,
2021). La propagacion vegetativa facilita la transmision de
enfermedades (Chambers, 2019). F. oxysporum f. sp. vanillae,
patdégeno fungico mas danino de la vainilla, ha causado la
pérdida de cultivos enteros en paises como Puerto Rico y
Costa Rica (Bayman, 2019; Varela-Quirés, 2019). Una vez que
el hongo penetra a la planta por la raiz, los sintomas inician
con lesiones de color café, seqguido de ennegrecimiento y
desecacion del tejido, causando posteriormente la pudricion
de la base del tallo, lo que conlleva a la pérdida de hojas, afec-
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tando la floracidn y eventualmente, la muerte de la planta
(Hernandez-Hernandez, 2011).

El desarrollo de hibridos de vainilla genera plantas
resistentes a sequias, a cambios ambientales bruscos o a los
patégenos, ya que los hibridos suelen tener mejores carac-
teristicas que los organismos parentales (vigor hibrido), con
lo cual se producen genotipos con menores necesidades
culturales, como la aplicacion de agroquimicos en beneficio
hacia un cultivo orgénico (Lippman y Zamir, 2006; Paniagua-
Vasquezetal., 2013).

En el presente trabajo se propuso determinar la
influencia de la temperatura en el grado de patogenicidad
de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae en V. planifolia y sus hi-
bridos con V. pompona, en busca de contestar la interrogante
a los escenarios fitosanitarios que podrian generarse para
el cultivo, a partir de los cambios en la temperatura de los
agrosistemas en consecuencia del cambio climatico.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

El material de V. planifolia y de los hibridos fue donado
del acervo de vainillas que resguarda el orquidario CITRO, en
Xalapa, Veracruz, México. Los hibridos V. planifolia x V. pom-
pona (hibrido 1) y V. pompona x V. planifolia (hibrido 2) co-
rresponden a individuos adultos de 10 afios generados en la
investigacion doctoral de Rebeca Menchaca-Garcia en 2012.
Se descarto el uso de V. pompona en el experimento debido
a su baja capacidad de enraizamiento en las condiciones
experimentales empleadas. La cepa de Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae M21C5 pertenece a la coleccion del Laboratorio
de Genética e Interacciones Planta Microorganismos de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Veracruzana,
Veracruz.

Enraizamiento de esquejes

Para inducir la generacion de raices en los esquejes
se empled el método propuesto por Solano-de la Cruz et al.
(2019). Los bejucos de V. planifolia y de los hibridos fueron
previamente sanitizados externamente mediante lavados
con solucién de detergente liquido de uso doméstico por 10
minutos y enjuagados con agua esterilizada, posteriormente,
se sumergieron en solucién de cloro comercial (10 gotas/L)
durante 5 min y se enjuagaron con agua destilada esterili-
zada. Para obtener los esquejes se cortaron los tallos bajo
condiciones de asepsia en campana de flujo laminar. Cada
esqueje consistié en una fraccion del tallo de vainilla de apa-
riencia sana, con dos nudos de longitud (aproximadamente
30 cm) y dos hojas. Cada esqueje se colocé en cdmara hu-
meda elaborada con charola de unicel con papel absorbente
previamente esterilizado, humedecido con agua destilada
esterilizada y se cubrié con polipropileno para evitar la de-
secacion. Las charolas con los esquejes se mantuvieron en
oscuridad a 25 + 2 °C, con humedad relativa de 90 - 100 %
durante 40 d. Se adicion6 musgo Sphagnum como sustrato
para mantener humedad segun lo propuesto por Koyyappu-
rath etal. (2016).

Pruebas de patogenicidad

Bajo condiciones de asepsia en campana de flujo
laminar (ECOSHEL-CV1) se realizd una incision menor a un
centimetro en la zona apical de la raiz del esqueje, donde se
inoculd un fragmento de aproximadamente 5 mm de diame-
tro de medio PDA con micelio de F. oxysporum f. sp. vanillae
(cepa M21C5) de siete dias de desarrollo. Después de la
inoculacién del patégeno las cdmaras humedas se colocaron
en incubadoras microbioldgicas (FELISA) a 25,30y 35 °C £
1 °C durante 60 d. Los esquejes se hidrataron dos veces por
semana adicionando 15 mL de agua destilada esterilizada a
la charola; cada charola se mantuvo cubierta con una peli-
cula de polipropileno. Los grupos testigos consistieron en
esquejes no inoculados con el patégeno. Se emplearon cinco
esquejes por cada grupo experimental y grupos testigos.

Para evaluar el grado de infectividad se midio el
porcentaje de raiz afectada por el patdégeno, siendo este la
relacion entre el drea afectada y el 4rea total de la raiz. Se
consideré como afectacion la presencia de sintomas tipicos
de esta enfermedad. Para su evaluacion se empled el analisis
de imagen digital mediante el software Imagej 1.8.0. (Schnei-
der et al., 2012) a partir de registros fotograficos del avance
del sintoma causado por el hongo, tres veces por semana
durante 60 dias.

Para determinar el grado de infeccién en los esquejes
se utiliz6 la escala descrita por Koyyappurath et al. (2016) y
modificada por Grisoni, Com. pers. (02 de noviembre 2018)
(Tabla 1). A partir del grado de infectividad del patégeno se
infirio el grado de resistencia de la vainilla al patdgeno como
se indica en la Tabla 1.

Influencia de la temperatura en la infectividad de F. oxys-
porum f. sp. vanillae

Se establecieron 25, 30 y 35 °C para determinar la
influencia de la temperatura en la capacidad infectiva del
hongo con base en las investigaciones que se detallan a con-
tinuacion. Se establecié 25 °C, por ser la temperatura éptima
de crecimiento para el patégeno de acuerdo con Ramos-
Quintana et al. (2017), 30 °C por ser la temperatura promedio
que se alcanza en un vainillar durante los meses calidos de las
zonas de cultivo (Herndndez-Hernadndez, 2011) y 35 °C para
simular el posible aumento de temperatura debido al cam-
bio climético (Tejeda-Martinez y Rodriguez-Viqueira, 2006).
Para simular los ambientes térmicos se utilizaron estufas de
incubacidon microbioldgicas verificadas con termémetro de
mercurio.

Tabla 1. Correspondencia del grado de resistencia de Vanilla sp. con el
grado de infectividad de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae.

Table 1. Correspondence of Fusarium oxysporum f. sp. vanillae degree of
infectivity with the Vanilla sp degree of resistance.

Grado de infectividad de F. Grado de resistencia de

O
% raiz danada oxysporum f. sp. vanillae Vanilla sp.

0-10 No infectivo Altamente resistente
10-22 Ligeramente infectivo Ligeramente resistente
22-82 Infectivo Susceptible
82-100 Altamente infectivo Altamente susceptible
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Analisis estadisticos

Se utilizd un disefio factorial completamente al
azar. Para las pruebas de patogenicidad se utilizé la prueba
analisis de varianza (ANOVA) post hoc Tukey (P < 0.05) para
determinar diferencias estadisticas entre V. planifolia y los
organismos hibridos. Esto fue realizado para cada una de
las tres temperaturas utilizadas en el presente estudio. Para
determinar la influencia de la temperatura en la infectividad
se utilizé la prueba ANOVA de dos vias (P < 0.05). Los porcen-
tajes de raiz infectada fueron previamente trasformados para
ajustarse a los supuestos estadisticos necesarios mediante la
funcién arcoseno. Las pruebas estadisticas se realizaron con
el paquete Rmisc (Hope, 2013) y agricolae (Mendiburu, 2019)
del software R version 3.6.0. Se empleo el software Ry el
paquete ggplot2 para la obtencion de los graficos (Wickham,
2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas de patogenicidad
Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae a 25 °C

Se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (P < 0.01) respecto al dafio causado por el hongo a
25 °C entre V. planifolia y los hibridos (Tabla 2). Se observo
un cambio notorio en la coloracion de la raiz de V. planifolia
y sintomas de pudricién a partir del dia siete después de la
inoculacion por F. oxysporum f. sp. vanillae. En comparacion,
ambos hibridos solo presentaron un ligero cambio de colo-
racién en la zona donde se inoculé el hongo. Para el dia 17
se observo un avance del dafo del 50 % de las raices en V.
planifolia, en tanto que, en ambos hibridos el dafo estuvo
restringido a la zona de inoculacién (Figura 1). A los 60 d del
experimento, V. planifolia fue la mas afectada al presentar
todos sus individuos muertos a causa del hongo, mientras
que ambos hibridos presentaron lesiones menores al final de
la prueba. No se observaron cambios en las plantas de los
grupos testigo. A partir del grado de infectividad se infirié
que V. planifolia fue altamente susceptible al patégeno, a di-
ferencia con ambos hibridos que mostraron ser ligeramente
resistentes (Tabla 3).

Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae a 30 °C

Se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (P < 0.01) respecto al dafio causado por el hongo a
30 °C entre V. planifolia y los hibridos (Tabla 4). V. planifolia, a

Tabla 2. Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae (cepa M21C5) en Vanilla
planifolia y los hibridos 1y 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) a 25 °C.
Table 2. F. oxysporum f. sp. vanillae (strain M21C5) infectivity in Vanilla plan-
ifolia and hybrids 1 and 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) at 25 °C.

Variable Df F Valor de P
Dia 21 10.18 <0.01
Vainilla 4 167.611 <0.01
Post hoc Tukey

Comparacion Valor de P Comparacion Valor de P
Hibrido 1 vs hibrido 2 0.63 Testigo vs hibrido 1 <0.01
Hibrido 1 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs hibrido 2 <0.01
Hibrido 2 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs V. planifolia <0.01
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Figura 1. Dafo a raices de vainilla debido a infeccién por F. oxysporumf. sp.
vanillae (cepa M21C5) a 25 °C, durante los 60 d de prueba.

Figure 1. Damage to vanilla roots due to F. oxysporum f. sp. vanillae (M21C5
strain) infection at 25 °C, during the 60 d of testing.

Tabla 3. Correspondencia del grado de infectividad de Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae (cepa M21C5) y del grado de resistencia de Vanilla a 25 °C.
Table 3. Correspondence of Fusarium oxysporum f. sp. vanillae degree of
infectivity with the Vanilla sp. degree of resistance at 25 °C.

Grado de
. . .. Grado de
. Porcentaje raiz infectividad . .
Organismo . resistencia de
dainada de F. oxysporum .
. Vanilla
f. sp. vanillae
z 100+ 0 Altamente infectivo AItame!'\te
susceptible
Hibrido 1 14.844 + 6.721 Ligeramente Ligeramente
infectivo resistente
Ligeramente Ligeramente
Hibrido 2 28902417922 . -'deramente resistente a
infectivo a infectivo .
susceptible
Grupos testigo 0 = =

Tabla 4. Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae (cepa M21C5) en Vanilla
planifolia y los hibridos 1y 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) a 30 °C.
Table 4. F. oxysporum f. sp. vanillae (strain M21C5) infectivity of in Vanilla
planifolia and hybrids 1 and 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) at 30 °C.

Variable Df F Valor de P
Dia 21 8.187 <0.01
Vainilla 4 369.367 <0.01
Post hoc Tukey
Comparacion Valor de P Comparacion Valor de P
Hibrido 1 vs hibrido 2 0.32 Testigo vs hibrido 1 <0.01
Hibrido 1 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs hibrido 2 <0.01
Hibrido 2 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs V. planifolia < 0.01

diferencia de los hibridos, presenté dafos mas severos desde
el dia siete después de la inoculacion del patégeno (Figura 2),
la pudricion total de la raiz en todos los individuos a los 37 d
y la muerte de todas las plantas a los 60 d, demostrando ser
altamente susceptible a esta temperatura (Tabla 5). Ambos
hibridos presentaron alta resistencia al patégeno (Tabla 5),
dado que al final de la prueba, las plantas solo mostraron la
muerte de tejido en la zona donde se inoculé el hongo. Se
observé estrangulamiento del tejido, como una forma de
restringir el avance de la enfermedad al resto de la planta
(Figura 3).
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Figura 2. Dafo a raices de vainilla debido a infeccion por F. oxysporum f. sp.
vanillae (cepa M21C5) a 30 °C, durante los 60 d de prueba.

Figure 2. Damage to vanilla roots due to infection by F. oxysporum f. sp.
vanillae (M21C5 strain) at 30 °C, during the 60 d of testing.

Tabla 5. Correspondencia del grado de infectividad de Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae (cepa M21C5) y del grado de resistencia de Vanilla sp. a 30 °C.
Table 5. Correspondence of the degree of infectivity of Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae with the degree of resistance of Vanilla sp. at 30 °C.

Grado de
. infectividad Grado de
. Porcentaje A A q
Organismo p - de Fusarium resistencia de
raiz dafiada .
oxysporum f. sp. Vanilla
vanillae
T . . Altamente
V. planifolia 100£0 Altamente infectivo .
susceptible
No infectivo a ;:Istii?eﬁ?éz
Hibrido 1 9.616 +£3.713 ligeramente .
. . ligeramente
infectivo .
resistente
No infectivo a rglstiitrZi::i\
Hibrido 2 10.31 £2.145 ligeramente .
’ . ligeramente
infectivo .
resistente
Grupos testigo 0 = -

Figura 3. Aspecto del dafo causado por Fusarium oxysporum f. sp. vanillae
en raiz de Vanilla planifolia a los 17 d después de la inoculacién a 25y 30
°C (imagen izquierda); en los hibridos 1 (V. planifolia x V. pompona) y 2 (V.
pompona x V. planifolia) a los 60 d después de la inoculacién, incubados a
35 °C (imagen central y derecha).

Figure 3. Appearance of the damage caused by Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae in Vanilla planifolia root at 17 d after inoculation at 25 and 30 °C
(left image); in hybrids 1 (V. planifolia x V. pompona) and 2 (V. pompona x

V. planifolia) at 60 d after inoculation, incubated at 35 °C (center and right
image).
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Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae a 35 °C

Se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (P < 0.01) respecto al dafio causado por el hongo a
35 °C entre V. planifolia y los hibridos, y entre el hibrido 1y
el hibrido 2 (Tabla 6). V. planifolia presenté dafo en la raiz
desde el segundo dia después de la inoculacién haciéndose
mas evidente al quinto dia (Figura 4), mientras que para los
organismos hibridos el dafo se evidencié en el dia cinco.
V. planifolia presentd mayor infectividad del patégeno por
lo que fue mas susceptible a lo largo del experimento, en
contraste con los hibridos (Tabla 7), pero en menor magnitud
en comparacion con la alta infectividad mostrada a tem-
peraturas de 25 y 30 °C. El hibrido 1 presenté ligeramente
mayor avance del patégeno en comparacién con el hibrido
2 (Figura 4). Al igual que a 30 °C, ambos hibridos generaron
un area de estrangulamiento de la raiz préxima a la zona de
inoculacién del patégeno (Figura 3). El hibrido 2 generé esta
respuesta desde el noveno dia, en tanto que el hibrido 1 la
desarrollé alos 17 d.

Influencia de la temperatura en la infectividad de F. oxys-
porum f. sp. vanillae

Se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas para cada tipo de vainilla bajo estudio (P < 0.01, D.F. =
6, F = 37.038). Las plantas de V. planifolia tuvieron el 100 %
de raices infectadas por el hongo a 25 y 30 °C, y murieron
durante el transcurso del experimento; esta respuesta no
Tabla 6. Infectividad de F. oxysporum f. sp. vanillae (cepa M21C5) en Vanilla
planifolia y los hibridos 1y 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) a 35 °C.

Table 6. Infectivity of F. oxysporum f. sp. vanillae (strain M21C5) in Vanilla
planifolia and hybrids 1 and 2 (Vanilla planifolia x Vanilla pompona) at 35 °C.

Variable Df F Valor de p

Dia 21 8.144 <0.01

Vainilla 4 381.799 <0.01
Post hoc Tukey

Comparacion Valor de p Comparacion Valor de p

Hibrido 1 vs hibrido 2 <0.01 Testigo vs hibrido 1 <0.01

Hibrido 1 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs hibrido 2 <0.01

Hibrido 2 vs V. planifolia <0.01 Testigo vs V. planifolia <0.01
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Figura 4. Porcentaje de daio a raices de vainilla debido a infeccién por F.
oxysporum f. sp. vanillae (cepa M21C5) a 35 °C, durante los 60 d de prueba.
Figure 4. Damage to vanilla roots due to infection by F. oxysporum f. sp.
vanillae (M21C5 strain) at 35 °C, during the 60 d of testing.
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Tabla 7. Correspondencia del grado de infectividad de Fusarium oxysporum
f. sp. vanillae (cepa M21C5) y del grado de resistencia de Vanilla sp. a 35 °C.
Table 7. Correspondence of Fusarium oxysporum f. sp. vanillae degree of
infectivity with the Vanilla sp. degree of resistance at 35 °C.

Grado de
. infectividad Grado de
. Porcentaje de q A q
Organismo PR de Fusarium resistencia de
raiz dafiada .
oxysporum f. sp. vainilla sp.
vanillae
V. planifolia 45.139+10.473 Infectivo Susceptible
Hibrido 1 1423140558  -igeramente Ligeramente
infectivo resistente
Hibrido 2 3.96 £ 0.796 No infectivo Alta.mente
resistente
Grupos testigo 0 - -

ocurrié a 35 °C, donde la enfermedad no logré desarrollarse
mas del 50 % de las raices (Figura 5). Para el hibrido 1, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
aun cuando a 30 °C hubo menor evidencia de la enfermedad.
De igual manera, para el hibrido 2 a 35 °C no se encontraron
diferencias significativas, sin embargo, el dafo de la raiz fue
mas evidente a 25 °C.

En resumen, Vanilla planifolia present6 alto grado de
susceptibilidad ante F. oxysporum f. sp. vanillae, en tanto que,
los hibridos fueron resistentes, independientemente de la
temperatura evaluada. Se ha reportado que V. planifolia no
presenta resistencia ante este patégeno (Irvine et al., 1964;
Alconero, 1968) y que V. pompona es resistente, por lo que se
ha planteado que organismos hibridos entre estas especies
deberan heredar esta cualidad (Ploetz, 2006; Koyyappurath
etal., 2015;2016). Los resultados confirman que la resistencia
a F. oxysporum f. sp. vanillae se hereda en los hibridos de V.
planifolia x V. pompona, sin importar si V. planifolia es la
receptora o donadora del polen. Se sabe que V. pompona
posee grandes depdsitos de lignina en las células de las
raices, propiedad basica a la que se atribuye la resistencia al
funcionar como una barrera que imposibilita el avance del
hongo (Prell y Day, 2001; Koyyappurath et al., 2016), esto
puede expresarse también en los hibridos.

V. planifolia |
a a

100 7 - -

Hibrido 1 |{ Hibrido 2 I{
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Figura 5. Daino de la raiz de vainilla causado por la infeccién de F. oxys-
porum f. sp. vanillae (cepa M21C5) a 25, 30y 35 °C. Los individuos de los
grupos testigo para cada tratamiento no presentaron dafo.

Figure 5. Vanilla root damage caused by F. oxysporum f. sp. vanillae (strain
M21C5) at 25, 30 and 35 °C. The individuals of the control groups for each
treatment did not present damage.

Belanger y Havkin-Frenkel (2019) sefalan que los
hibridos de V. planifolia con especies de vainilla resistentes
a este hongo, como V. aphylla, V. pompona o V. phaeantha,
heredan la caracteristica de resistencia y hacen énfasis en
el hibrido Vanilla cv. Vaitsy (V. planifolia x V. pompona x V.
planifolia), del cual mencionan, es sumamente resistente al
patégeno y genera idioblastos en las raices para dificultar
el avance del hongo. Los idioblastos son células distintas al
tejido del que forman parte, por su funcién secretora poseen
amplia variedad de sustancias: aceites, resinas, mucilagos,
gomas, taninos, cristales. Idioblastos que acumulan taninos
(células taniferas) se encuentran en todos los érganos vege-
tales, variando la cantidad de tanino producido y acumulado,
segun la especie. Los taninos son compuestos fendlicos as-
tringentes que sirven como defensa del ataque de hongos,
otros patégenos y parasitos.

La formacion de idioblastos con cristales de rafuro de
oxalato de calcio han sido reportados en las raices adventi-
cias de V. planifolia (Kausch y Homer, 1983), sin embargo, su
formacion hasido relacionada con el crecimiento y desarrollo
de las plantas incluyendo la regulacién de calcio de alta capa-
cidad, la proteccién contra herbivoria y la tolerancia a metales
pesados, no asi como defensa ante microorganismos, lo cual
podria estar confirmandose en el presente estudio. Otros
idioblastos que se han relacionado con funcién importante
en la defensa de la planta ante insectos y microrganismos
son las células de mirosina, que poseen la enzima mirosinasa
responsable de la generacién de productos téxicos que con-
tienen nitritos (Evert, 2008), no obstante, no hay estudios que
evidencien la existencia de estas estructuras en vainilla.

En cuanto al efecto de la temperatura en la capacidad
infectiva de F. oxysporum f. sp. vanillae se observd que a 25
y 30 °C, el patégeno ocasiond la muerte de todas las plan-
tas de V. planifolia, por lo cual, se remarca que la especie es
altamente susceptible (Irvine et al., 1964; Alconero, 1968) y
no obstante que ninguno de los individuos hibridos murié,
el hongo si tuvo capacidad infectiva a 25 °C sobre estos v,
esta disminuyé conforme se incrementé la temperatura. Se
ha indicado que F. oxysporum f. sp. vanillae presenta buen
desarrollo en el intervalo de temperatura entre 23 y 28 °C
con un 6ptimo a los 25 °C, incluso ha mostrado capacidad
para desarrollarse a 32 °C (Gandara et al., 2010; Benaouali
et al., 2014); a temperaturas mas altas el hongo se ve inhi-
bido y se ha propuesto que hay menor probabilidad de que
mantenga la capacidad de causar enfermedad (Agrios, 2010;
Ramos-Quintana et al., 2017), no obstante, los resultados
evidenciaron que el patégeno causé dafo hasta del 50 % de
la raiz de V. planifolia a 35 °C y permite proponer que, si bien,
el patégeno no causé la muerte de las plantas, en condicio-
nes de cultivo traeria consecuencias en el desarrollo de ésta,
debido a la mala absorcién de nutrientes.

Si bien, por las caracteristicas propias de la familia Or-
chidaceae, V. planifolia logra sobrevivir en primera instancia,
generando nuevas raices en su condicién de sobrevivencia,
una vez que sus raices son dafiadas por el primer ataque del
patégeno; a mediano plazo, este esfuerzo trae consecuencias
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fisiologicas en la planta llevandola a la muerte, debido a que
las nuevas raices se encontrardn nuevamente con el patége-
no que permanece en el sustrato.

En las orquideas, donde la planta sostiene importan-
tes relaciones simbidticas mutualistas benéficas con hongos
micorrizogenos resulta desacertado combatir enfermedades
fungicas de raiz por métodos quimicos, por lo que una
opcién seria desarrollar variedades resistentes o tolerantes.
En los programas de mejora de la vainilla, se ha puesto la
mirada en V. pompona, que es una planta xerofitica que logra
sobrevivir entre 13 a 30 °C ante precipitaciones bajas, logran-
dose encontrar poblaciones espontdneas en zonas secas
(Soto-Arenas y Dressler, 2009; Flores-Jiménez et al., 2016);
cualidad que significa un elemento favorable ante un posible
escenario por el incremento de la temperatura en las zonas
de cultivo, en consecuencia del cambio climatico, dado que
V. planifolia a temperaturas mayores de 32 °C presenta ama-
rillamiento, pérdida de viabilidad de polen y caida de frutos
(Hernandez-Hernandez, 2011; INIFAP, 2016).

CONCLUSIONES

Se constaté la alta susceptibilidad de V. planifolia a F.
oxysporum f. sp. vanillae a temperaturas desde 25 a 35 °C, por
lo que se considera que son las caracteristicas genéticas de la
especie y el manejo del cultivo, y no la temperatura, el factor
influyente sobre el desarrollo de la enfermedad en las zonas
usuales de cultivo. Los hibridos de V. planifolia x V. pompona
fueron resistentes a F. oxysporum f. sp. vanillae sin importar
que especie parental fue donador o receptor del polen y por
tanto, son una alternativa viable que marca la pauta para
programas de mejoramiento genético de la vainilla bajo el
planteamiento de nuevas lineas de investigacién que atien-
dan, ademas de la resistencia a patdgenos, diversos aspectos
de importancia agricola encaminados a mantener o mejorar
el rendimiento de los cultivos, con miras a satisfacer la de-
manda de vainilla en el mercado mundial ante un escenario
cambiante.
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RESUMEN

Debido a la importancia que tiene el garbanzo tipo
Desi, en ciertas zonas de México, como alimento para el
ganado, la investigacién se realizd con el objetivo de evaluar
e identificar genotipos sobresalientes en la produccion de
forraje, grano y calidad nutrimental. Para ello, se utilizaron
cinco genotipos de garbanzo; cuatro del INIFAP y uno del
ICRISAT. Los ensayos de campo se establecieron durante los
ciclos agricolas de otono-invierno del 2018 - 2019 y 2019
- 2020 de acuerdo con un disefio de bloques completos al
azar. Los cinco genotipos mostraron similar rendimiento de
grano (3.48 - 3.87 t ha™); la variedad El Patrén presenté el ma-
yor rendimiento biolégico (14.21 t ha™), de esquilmos (10.73
t ha') y mayor capacidad de unidades animal por alimentar.
El grano de la variedad San Antonio 05 presentd el mas alto
contenido de proteina (24.04 %) y la linea experimental
ICC-1273, el més bajo (21.55 %). El andlisis de preferencia
mostrd que el genotipo ICC-1273 fue el de mayor calidad
nutrimental. Todos los genotipos mostraron un contenido
importante de minerales, siendo el K* (1.35 a 1.44 %) el de
mayor concentracion.
Palabras clave: Cicer arietinum, rumiantes, alimentacion.

ABSTRACT

Due to the importance of the Desi type chickpea in
certain areas of Mexico, as food for cattle, the research was
carried out with the objective of evaluate and identify outs-
tanding genotypes to produce forage, grain and nutritional
quality, from five chickpea genotypes, four from INIFAP and
one from ICRISAT. Field trials were established during the
2018 - 2019 and 2019 - 2020 fall-winter agricultural cycles
according to a fully randomized block design. The five ge-
notypes showed similar grain yield (3.48 - 3.87 t ha); the
variety El Patron presented the highest biological yield (14.21
t ha'), waste yield (10.73 t ha™) and the highest capacity of
animal units to feed. The grain of the San Antonio 05 variety
presented the highest protein content (24.04 %) and the ex-
perimental line ICC-1273, the lowest (21.55 %). The preferen-
ce analysis showed that the ICC-1273 genotype was the one
with the highest nutritional quality. All genotypes showed an
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important content of minerals, being K* (1.35 to 1.44 %) the
one with the highest concentration
Key words: Cicer arietinum, Cattle, feed.

INTRODUCCION

La mayoria de los garbanzos que se siembran en el
mundo se producen para el consumo humano (Echevarria-
Hernandez et al., 2021); en la ganaderia, por su importante
aporte de proteina y energia, se han utilizado en dietas de
animales con el fin de apoyar la produccion de leche, carne y
huevo; su paja se puede utilizar como alimento para rumian-
tes (Bampidis y Christodoulou, 2011). Ademads, su uso permi-
te reducir la compra de alimentos balanceados de alto costo
(Soltero-Diaz et al., 2008), por lo que, el conocimiento de su
rendimiento y contenido de nutrientes se vuelve importante.

Segun la distribucién geogréfica y color de la semilla,
el garbanzo se agrupa en dos tipos, el Kabuli que tiene como
origen el mediterraneo y Medio Oriente, de grano color
blanco a cremay se utiliza principalmente para consumo hu-
mano; el tipo Desi, que es de origen indu (Chavan et al., 1989),
su semilla puede ser de color marrén, marrédn claro, leonado,
amarillo, naranja, negro o verde; siendo, este ultimo, utilizado
en México exclusivamente como alimento para animales.

En algunas zonas de México, especificamente en los
estados de Jalisco y Michoacdn, la produccion de garbanzo
Desi se realiza en clima subtropical subhimedo, tanto en
condiciones de riego y humedad residual, resaltando que en
estas zonas el garbanzo forrajero tiene una gran demanda
como alimento molido para el ganado (planta y grano). En
condiciones semiaridas se ha observado que se adapta bien
con algunas variedades de riego que producen hasta3.5tha”
de semilla en la siembra de otoio (lliadis, 2001). A pesar de su
importancia en la alimentacion del ganado, los estudios exis-
tentes en México se basan en la evaluacion del rendimiento
y contenido de proteina en cuanto a la calidad nutritiva. Por
otra parte, el analisis factorial y el de componentes principa-
les son herramientas Utiles para determinar la estructura de
las correlaciones entre un gran nimero de variables a través
de la definicién de conjuntos de variables altamente interre-
lacionadas (Salako, 2006). Los procedimientos de andlisis de
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componentes principales y de conglomerados, han resulta-
do ser eficientes para evaluar la diversidad genética de los
rasgos agro-morfoldgicos en garbanzos (Gupta et al., 2011;
Kayan y Adak, 2012; Parameshwarappa et al., 2011). Asi, estu-
dios que integren caracteristicas que evalten el aporte de las
diferentes fracciones nutritivas y rendimiento, con técnicas
de andlisis de componentes principales, pueden apoyar la
seleccion de genotipos sobresalientes en produccién animal.

Con la intencién de incrementar la informacién
existente sobre el garbanzo forrajero (tipo Desi) en México,
se realizé el presente estudio con el objetivo evaluar e iden-
tificar genotipos sobresalientes en la produccion de forraje,
granoy calidad nutrimental.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La investigacion se realizé en el Sitio Experimental
Valle de Santo Domingo del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Forestales, Agricolas y Pecuarias localizado a 25° 00°
36""N,111°39°49"" O y 48.3 m de altitud, en el municipio de
Comondd, Baja California Sur, México. El clima es muy seco,
la precipitacién media anual es de 200 mm y la temperatura
promedio de 22 °C (CONAGUA, 2018). El comportamiento de
la precipitacion durante los ciclos de estudio se muestra en la
Figura 1. En general, los suelos son pobres (0.4 - 0.9 mg kg™)
en nitrogeno (N*) total y potasio (K*, 9.9 - 28.7 mg kg ), pero
ricos en fésforo (P**,0.9a 12 mg kg '); predominan valores de
pH alcalinos (7.7 - 8.8) y conductividad eléctrica de 1.27 dS
m (Mancera, 2011; Loépez et al., 2013).
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Figura 1. Precipitacién promedio en el municipio de Comondd, Baja Cali-
fornia Sur, México, durante los ciclos agricolas 2018 - 2019y 2019 - 2020.
Figure 1. Average rainfall at the Comondu municipality, Baja California Sur,
Mexico, during the 2018 - 2019 and 2019 - 2020 agricultural cycles.

Analisis de caracteristicas productivas

Se evaluaron los genotipos de garbanzo tipo Desi El
Patron, Lerma, Pénjamo, San Antonio 05 procedentes del
Campo Experimental El Bajio, en Celaya, Guanajuato y la li-
nea ICC-1273 procedente del ICRISAT, en India. La siembra se
realiz6 en los ciclos agricolas de otofio - invierno 2018 - 2019
y 2019 - 2020. El disefo utilizado fue bloques completos al
azar con tres repeticiones. La superficie de cada bloque fue
de 120 m? donde cada genotipo se distribuyé de forma

aleatoria en parcelas de 24 m2 La superficie total fue de 360
m?Z. La siembra se realizé de forma manual a una densidad de
15 semillas por m lineal y separacién de 80 cm entre surcos.

El control de maleza se realizd con oxifluorfen a dosis
de 240 g dei.a. ha' en presiembra e incorporado al momen-
to del riego. La semilla se traté con carboxim + tiram a dosis
de 80 g por cada 100 kg. Los riegos se aplicaron con cinta
de goteo calibre seis milésimas y goteros separados a 20 cm,
con una presién estimada de 11 psi. La ldmina de riego total
fue de 35 cm. Se fertilizé con la dosis 120 — 70 — 00 (NPK) con
las fuentes de UAN 32"y acido fosforico. EI N se fracciono en
partes iguales y se aplicé a los 15, 30 y 50 d después de la
siembra; el P, a los 15 d después de la siembra. A los 130 d
después de la siembra se tomaron muestras por tratamiento
de una superficie de 4.8 m? las plantas se cortaron a una
altura de 5 cm sobre el nivel del suelo, en estas se determino
el rendimiento bioldgico de forraje (RB), que corresponde a
la materia seca total producida por la planta al final del ciclo,
como momento maximo de produccién vegetativa y que
incluye los tallos, hojas y grano en su capsula, el rendimien-
to de grano (RG), que corresponde a los granos o semillas
obtenidas después de la trilla (sin envoltura o cascara de la
vaina).y el rendimiento de esquilmos (RE) que corresponde
solo a los tallos, hojas y las cascaras de las vainas de los
granos de garbanzo que se separan al momento de la trilla,
en toneladas por hectarea (t ha™) de materia seca (MS). La
trilla y limpieza del material se realizé en forma manual. El
indice de cosecha (IC) se determind mediante la férmula IC =
(produccion de grano/rendimiento biolégico) *100 (Kohashi
et al., 1980). El andlisis bromatoldgico se realizé del grano
de cada genotipo. Ademads, para cada genotipo se estimo el
numero de unidades animal (UA) que pudieran ser alimenta-
dos. El calculo se realizé con base en la propuesta del Comité
Técnico Consultivo de Coeficientes de Agostadero (COTECO-
CA, 1975), bajo el supuesto de que cada UA (vaca de 450 kg
con cria al pie) consume 3 % de su peso vivo de forraje (MS),
cantidad considerada necesaria para satisfacer necesidades
alimenticias y cumplir con su funcién zootécnica (Gémez et
al., 2008).

Analisis de caracteristicas de calidad

Las muestras secas de grano se molieron en un equipo
eléctrico (Wiley’) con criba de 1 mmy de la harina obtenida se
tomo una submuestra para estimar la MS a una temperatura
de 100 °C. Con el fin de realizar el andlisis de preferencia la
produccion de grano de los dos ciclos de evaluacion fue mez-
claday analizada por su contenido de nutrientes y minerales.

Contenido de Nutrientes

Las muestras secas de grano fueron analizadas por
su contenido de nutrientes, la proporcién (%) de proteina
cruda (PQ), por el método Kjeldahl y la grasa (EE), segun lo
recomendado por la AOAC (1990). La fibra detergente neutra
(FDN, %), fibra detergente acida (FDA, %) y lignina (L, %) se
determinaron con base al método ANKOM (2005), siguiendo
las recomendaciones hechas por Goering y Van Soest (1970).
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La proteina digestible (PD, %), proteina ligada a la fibra de-
tergente acida (NIDA, %) y los carbohidratos no estructurales
(CNE, %) fueron utilizados para estimar el contenido de ener-
gia neta de mantenimiento (ENm, Mcal Kg '), energia neta de
lactancia (ENI, Mcal Kg'), y energia neta de ganancia (ENg,
Mcal Kg ), utilizando las ecuaciones del NRC (2000). El con-
sumo de materia seca en base al porcentaje de peso corporal
del animal (CMS, % PV) se calculé como 120 / (% FDN). La
digestibilidad de la materia seca (DMS, % MS) se determiné
como 88.9 - 0.779 * (FDA) (Moore y Undersander, 2002)

Contenido de Minerales

Las muestras de grano fueron analizadas por su
contenido de macro y microminerales, dentro de los mac-
rominerales, la concentracion de fosforo fue estimada por
colorimetria (Diaz-Romeau y Hinter, 1988), los macrominera-
les Ca%*, Mg?*, K*, Na* y los microminerales Zn*, Mn?*, Cu**y
Fe?* fueron preparados para el andlisis de minerales por el
procedimiento de cenizas humedas (HCI-HNOs) a partir de
las cenizas obtenidas después de la incineracion de las mues-
tras a 550 °C por 6 h (AOAC, 1990) para ser determinados
mediante espectrofotometria de absorcion atdomica con un
espectrofotdémetro Varian modelo 3000 con una flama aire/
acetileno.

Analisis de preferencia

Para el analisis de preferencia (MDPREF) se realizé con
el procedimiento PRINQUAL del SAS (2014), el cual realiza
andlisis de componentes principales de datos cualitativos,
cuantitativos y mixtos, que encuentra transformaciones
lineales y no lineales de las variables, utilizando minimos
cuadrados alternos, que optimizan las propiedades de cor-
relacion o covarianza matricial de las variables transformadas
(Jacinto-Pimienta et al., 2016).

Analisis estadistico

El disefio utilizado fue bloques completos al azar con
arreglo factorial (5 genotipos x 2 ciclos) y tres repeticiones,
a los resultados obtenidos del rendimiento bioldgico, de
grano y esquilmos se les aplicé un analisis de varianza con
el procedimiento PROC GLM y comparacion de medias de
tratamientos a través de las pruebas de Tukey (p < 0.05), y al
andlisis de calidad el procedimiento ANDEVA, ambos con el
paquete estadistico SAS (2014).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas productivas
Se detectaron diferencias (p < 0.05) entre los factores,
ciclo de siembra y genotipo, excepto para el rendimiento de
grano, con diferencia solo entre ciclos. No se observé interac-
cién entre factores (Tabla 1). El efecto del ciclo fue mayor que
el de los genotipos para el rendimiento biolégico y de grano.
En el ciclo de siembra otofo-invierno 2018 - 2019 se
obtuvo mayor rendimiento (p < 0.05) respecto al ciclo 2019
- 2020 (Tabla 2). Con diferencias que variande 1amasde 2 t
ha' de rendimiento y de 4 % en el indice de cosecha.
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De acuerdo a los resultados de la evaluacién prome-
dio de dos ciclos, la variedad El Patron presenté el mayor
rendimiento bioldgico, rendimiento de esquilmosy el menor
indice de cosecha; como se observo en el Tabla 1, no se en-
contraron diferencias para el rendimiento de grano entre ge-
notipos. Para la cantidad de unidades animal que se pueden
mantener por genotipo, tanto para el rendimiento biolégico
como para el de esquilmos, se observé que la variedad El Pa-
trén y la linea ICC-1273 tienen la mayor capacidad; mientras
que Lerma, la menor (Tabla 3).

Tabla 1. Cuadrados de la media del andlisis de varianza para las variables
de produccion de cinco genotipos de garbanzo evaluados en los ciclos de
siembra 2018 - 2019y 2019 - 2020.

Table 1. Mean Squares of the analysis of variance for the production

variables of five chickpea genotypes evaluated in the 2018 - 2019 and 2019
- 2020 sowing cycles.

Rendimiento

Fuente de Rendimiento Rendimiento indice de de
variacion biolégico de grano cosecha q
esquilmos
Genotipo 4 5.63" 0.15ns 65.10™ 7.15"
Ciclo 1 38.69" 8.62" 74.19" 10.79"
gilr;otlpo* 4 0.04 ns 0.19ns 14.91 ns 0.18 ns
Error 16 0.63 0.19 748 0.39
CV (%) 6.22 11.64 9.33 6.96

GL = grados de libertad; CV = coeficiente de variacién; ** altamente
significativo (p < 0.01); ns = no significativo.

Las diferencias productivas del garbanzo entre ciclos
se deben principalmente a la cantidad de lluvia registrada
en cada ciclo. La precipitacion registrada previo a la siembra
del ciclo otofio - invierno 2019 - 2020 (Figura 1), pudo incre-
mentar la cantidad de insectos plaga en el cultivo, teniendo
un efecto de reduccion significativa sobre el rendimiento,
debido a que, en ambos ciclos, no se realizé la aplicacién de
productos quimicos para su control. En este sentido, algunos
autores mencionan que el potencial del garbanzo no se ha
alcanzado debido a la inestabilidad de las variaciones anua-
les en precipitacion, temperatura y enfermedades (Morales
et al., 1997; Padilla et al., 2008). En lo que respecta al com-
portamiento entre genotipos, la variedad El Patrén superd
los rendimientos biolégicos de forraje de todos ellos. Este
rendimiento se debe a que es el genotipo que se reporta con
el mayor porte, nimero de ramas y a que, probablemente, se
adapta mejor a las condiciones de clima y suelo de la region.
Tabla 2. Respuesta productiva promedio (DS) de los genotipos de garban-
zo Desi evaluados en los ciclos 2018 - 2019y 2019 - 2020.

Table 2. Average productive response (SD) of the Desi chickpea genotypes
evaluated in the 2018 - 2019 and 2019 - 2020 cycles.

Ciclo de siembra

Variable DEC
2018-2019 2019-2020

Rendimiento bioldgico (t ha) 13.95 (1.3)? 11.68 (1.6)> 2.27
Rendimiento de grano (t ha) 4.29 (0.4) 3.21(0.6)> 1.08
indice de cosecha (%) 30.89 (3.7)? 27.75 (5.0° 3.89
Rendimiento de esquilmos (t ha) 9.67 (1.2)? 847 (1.5° 1.20

a, b = diferentes literales entre columnas indican diferencia significativa,
segun la prueba de Tukey (p < 0.05); DEC = diferencia entre ciclos; Valores
entre paréntesis indican la desviacion estandar.
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Tabla 3. Comparacion de medias (DS) del rendimiento bioldgico, de grano, de esquilmos (t ha'), unidad animal (mes) e indice de cosecha (%) entre
genotipos de garbanzo Desi del promedio de los ciclos agricolas otofo-invierno de 2018 - 2019y 2019 - 2020.

Table 3. Comparison of means (SD) for biological yield, grain, harvest (t ha), animal unit (month) and harvest index (%) between Desi chickpea genotypes of
the average of the autumn-winter agricultural cycles of 2018 — 2019 and 2019 - 2020.

Genotipo Rendimiento biolégico Anl(n":;lles Rendimiento de grano Iindice de cosecha Rendimiento de esquilmos  Animales (n)
El Patrén 14.21 (2.0 35 3.48 (0.9 24.16 (3.8)° 10.73 (1.2)° 27
Lerma 11.71 (1.4)¢ 29 3.83(0.6)° 32.60 (2.5) 7.88(0.9) 20
Pénjamo 12.21 (1.7)b< 30 3.84(0.4) 31.72 (3.5 8.37 (1.5)¢ 21
San Antonio 05 12.68 (1.8)°¢ 31 3.73(1.1)¢ 28.90 (5.5) 8.96 (0.9)P< 22
ICC-1273 13.26 (1.4)>° 33 3.87 (0.6)° 29.22 (2.7) 9.38 (1.1)° 23

abc = diferentes literales entre filas indican diferencia significativa, segun la prueba de Tukey (p < 0.05); Valores entre paréntesis indican la desviacion

estandar).

Rendimiento de forraje

Los genotipos con el mayor rendimiento forrajero
presentaron el menor indice de cosecha, lo que indica su alto
potencial de rendimiento bioldgico. Los datos reportados
por Gutiérrez et al. (2017) y Soltero y Pérez (2006), muestran
un mayor indice de cosecha en las variedades El Patrén,
Pénjamo y San Antonio 05 a los observados en las mismas
variedades evaluadas en el presente estudio. Esto se debe
a que la cantidad de forraje no modifica el rendimiento de
grano, pero si el indice de cosecha, debido a la correlacién
negativa existente entre éste con el rendimiento biolégico y
de esquilmos.

Rendimiento biolégico de grano

El rendimiento de grano no fue diferente entre los
genotipos, lo cual coincide con lo documentado por otros
autores, quienes mencionan que los rendimientos del gar-
banzo tipo Desi, que se siembran en regiones aridas, durante
el otofo y condiciones de riego, pueden ser de 3.5 t ha™ (llia-
dis, 2001). Soltero y Pérez (2006) reportaron que la variedad
San Antonio 05 presenta rendimientos de entre 2.4a3.5tha’
bajo condiciones de riego. Por su parte, Gutiérrez et al. (2017)
observaron, en la misma localidad de prueba, rendimientos
inferiores (2.6 t ha™) para las variedades El Patrén y Pénjamo,
a los observados en el presente estudio, con la diferencia de
que ellos sembraron en surcos a doble hileray en el presente,
en surco sencillo.

Rendimiento de esquilmos

Los rendimientos de esquilmos observados fueron
mayores a los reportados por Kafilzadeh y Maleki (2012),
quienes mencionan que la paja de garbanzo que queda
después de la trilla del grano, suele ser igual o superior
al rendimiento de la semilla. Por su parte, Soltero y Pérez
(2006) reportaron rendimientos de esquilmos entre 5y 7 t
ha, rendimientos por debajo a los reportados en el presente
estudio. El aporte de esquilmos de garbanzo en México esta
dado principalmente por el tipo kabuli, que, por dejarse secar
en el suelo, pierde todas las hojas antes de su trilla, por lo que
el esquilmo que queda se compone principalmente de ramas
y cascaras de las vainas.

En general, los materiales evaluados bajo las condicio-
nes del presente estudio muestran rendimientos de granoy

forraje que pueden ser complemento importante de la dieta
de animales, principalmente en las zonas aridas donde la
disponibilidad y cantidad de alimento es limitado y donde
este recurso alimenticio muestra alto rendimientos de grano
y esquilmos.

Caracteristicas de calidad

Contenido de nutrientes. Para el andlisis bromatolégico del
grano, se observé que el contenido de materia seca oscilé
entre 91 a 92 %. Las variedades El Patrén, Pénjamo y Lerma
presentaron similar contenido de proteina cruda y proteina
digestible. El contenido de NIDA fue diferente entre genoti-
pos. La variedad San Antonio 05 present6 el mayor contenido
de PC, PD y el més bajo contenido NIDA, CNE y TND. La linea
ICC-1273 present6 el menor contenido de PC, FDN y FDA,
pero el mayor de NIDA, EE, L, CNE, TND, DMS, CMS, ENI, ENm y
ENg. La variedad Lerma presento, junto a ICC-1273, el mayor
contenido de L y EE. Pénjamo y San Antonio 05 presentaron
el mayor contenido de FDA y FDN (Tabla 4).

Contenido de PC. La semilla de garbanzo es una buena
fuente de proteina (lllg et al., 1987), proteina que se conside-
ra de reserva (Roy et al.,, 2010) y que, gracias a sus péptidos
bioactivos de bajo peso molecular, se pueden utilizar como
terapias alternativas para ciertas enfermedades relaciona-
das a la inflamacion crénica (Juarez-Chairez et al., 2022). El
contenido de esta fraccion, en los genotipos evaluados en el
presente estudio coincide con los datos que Wood y Grusak
(2007) reportan para la semilla de garbanzo tipo Desi (16.7 %
a30.6 %), por lo que cualquiera de los genotipos aqui evalua-
dos puede ser utilizado como ingrediente que aporte a los
requerimientos de proteina en las etapas de mantenimiento
(8 %) (Van Soest, 1994) y crecimiento (9 - 16 %) de bovinos
(NRC, 2000). Dicho aporte dependera del nivel de inclusién
en la dieta.

Contenido de EE. En general, el garbanzo presenta menor
contenido de grasa que otras leguminosas (Singh, 1985;
Gl et al., 2008). El valor de grasa aqui reportado (3 a 4 %) se
encuentra entre los rangos observados por Wood y Grusak
(2007) para los garbanzos tipo Desi, que indican es del 2.9 a
7.4 %.

Contenido de FDN. Se reporta que los garbanzos Desi tienen
una cubierta de semilla mas gruesa que los tipos Kabuli, lo
que se refleja en el mayor contenido de fibra (Knights y Mai-

)
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ler, 1989). La alta concentracion de fibra (FDN) que pueden
resultar en efectos negativos sobre el consumo (Chalupa et
al., 1996; Espinoza-Canales et al., 2017), por lo que la combi-
naciéon del grano de garbanzo con otros ingredientes resulta
atractiva, debido al bajo porcentaje de fibras que presentan
los genotipos aqui evaluados, ya que el NRC (2001) indica
que las raciones para ganado lechero deben contenerde 19a
27 % de FDA. Hadsell y Sommerfeldt (1988), observaron que
una tasa 6ptima de incorporacion dietética de bovinos leche
es cercana al 50 % durante la lactancia temprana, siendo la
ingesta de grasas el mayor beneficio, aunque argumentan y
sugieren en la necesidad de hacer mas estudios.

Contenido de FDA. Por otra parte, la FDA se correlaciona
de manera negativa con la digestibilidad de los alimentos
(Harris, 1993), siendo esta fraccion utilizada para estimar el
contenido de energia de los mismos (Donker, 1989). Para
el presente estudio, se pudo observar que en el andlisis de
preferencia (Figura 2) corrobora lo mencionado por dichos
autores, siendo el genotipo ICC-1273 el de menor concentra-
cién de fibras y debido a ello el de mejor aporte de energia
(mantenimiento, lactancia y ganancia), digestibilidad, consu-
mo de materia seca y total de nutrientes digestibles; fraccio-
nes que han sido usados como indicadores para estimar el
comportamiento productivo del ganado (Espinoza-Canales
et al., 2017). En general, el contenido de FDA fue bajo para
todos los genotipos evaluados.

Contenido de PD. En general, se ha reportado que la digesti-
bilidad de la proteina del garbanzo tipo Kabuli es mayor que
la proteina del tipo Desi (Paredes-Lépez et al., 1991; Sanchez-
Vioque et al., 1999). Fraccion que puede mejorar si la semilla
recibe un tratamiento especial (Bampidis y Christodoulou,
2011), principalmente cuando se utiliza en alimentacion de
no rumiantes (Domoney, 1999).

Contenido de energia (ENm, Eng y ENI). Una vaca lechera en
crecimiento moderado de 700g d ' requiere de 6.9 a 7.5 Mcal
d'de ENmy de 2.5 a 3.1 Mcal d' de ENg (NRC, 2001), por lo
que en una dieta con 50 % grano y 50 % forraje, teniendo
como Unica fuente el grano de cualquier variedad es sufi-
ciente para alcanzar este nivel de produccién, sin embargo
una vaca lechera de 450 kg de peso vivo con una produccién
de leche de 25 kg d' requiere una concentracion de 1.9 a 2.3
Mcal Kg' de ENI (NRC, 2001), mientras que los granos eva-
luados tienen una concentracién energética cercana al limite
inferior para este nivel de produccion.

Contenido de minerales. El contenido de cenizas fue similar
entre genotipos. Respecto al K+, fue el mineral encontrado en
mayor proporcion (1.3 — 1.4 %) y el Na*, en menor cantidad
(Tabla 5).

Contenido de macrominerales. EIl NRC (2000) menciona que
los principales macrominerales requeridos por los rumiantes
son el Ca?* (0.21 - 0.30 %), P>+ (0.15 - 0.19 %), Mg?* (0.12- 0.20
%), K* (0.60 — 0.70 %), Na* (0.06 — 0.10 %) y S* (0.15 %). Al res-
pecto, los aportes observados por los genotipos evaluados

Tabla 4. Valor nutrimental (DS) del grano de cinco genotipos de garbanzo Desi.
Table 4. Grain nutritional value (SD) of five Desi chickpea genotypes.

Variable Unidad El Patron Lerma Pénjamo SA 05 1CC-1273
MS % 91.97 (0.5)° 91.77 (0.5)* 91.92 (0.5)° 92.14 (0.6)° 92.16 (0.5)°
PC % 23.25(0.3)° 23.25(0.3)>  23.08 (0.5)° 24.04 (0.4) 21.55(0.3)°
PD % 17.34(0.3)° 17.34 (0.5)° 17.19 (0.5)° 18.6 (0.3) 15.80 (0.3)¢
NIDA % 0.240.01)°  0.22(0.01)><  0.27(0.03)° 0.20 (0.01)¢ 0.35(0.03)®
Grasa (EE) % 3.71 (0.2 4.04 (0.2)° 3.86 (0.05)° 3.84 (0.05)° 4.18(0.2)
FDA % 12.15 (0.4)° 12.89 (0.3)° 13.51 (0.3)° 13.11 (0.3)>° 11.41 (0.2)°
FDN % 13.95 (0.5)° 13.92 (0.5)° 15.72 (0.5) 15.64 (0.5)° 12.57 (0.5)
CNE % 55.34 (0.5)° 55.22 (0.6)>°  53.78 (0.5) 52.74 (0.5) 58.11 (0.5)
TND % 81.02 (0.5)° 80.25 (0.7)* 79.61 (0.5)° 80.03 (0.5)° 81.78 (0.5)°
L % 0.01 (0.01)¢ 0.12 (0.01) 0.01 (0.01)¢ 0.09 (0.01)° 0.13 (0.01)®
ENI Mcal/kg 1.88(0.2) 1.89(0.2)° 1.87 (0.2) 1.87 (0.2) 1.91 (0.2)
ENm Mcal/kg 243 (0.1) 2.45(0.1) 242 (0.1) 2.42(0.1)° 2.47(0.1)
ENg Mcal/kg 1.71 (0.05)* 1.73 (0.05)* 1.7 (0.05) 1.7 (0.05) 1.74 (0.05)
DMS % 79.44 (0.5) 78.86 (0.5)>  78.38(0.5)° 78.69 (0.5)° 80.01 (0.5)
CMS % PV 8.60 (0.5)° 8.62 (0.5)° 7.73 (0.5)° 7.67 (0.5) 9.55 (0.5)

abc = diferentes literales entre columnas indican diferencia significativa, segun la prueba de Tukey (p < 0.05);

PC proteina cruda; PD proteina digestible; PIDA proteina insoluble en detergente 4cido; PIDN = proteina inso-
luble en detergente neutro; EE extracto etéreo; FDA = fibra detergente acida; FDN= fibra detergente neutro;
CNE = carbohidratos no estructurales; TND = total de nutrientes digestibles; L = lignina; ENL= energia neta de
lactancia; ENM = energia neta de mantenimiento; ENG = energia neta de ganancia; DMS = digestibilidad de la
materia seca; CMS = consumo de materia seca; PV = peso vivo; SA 05 = San Antonio 05. Valores entre paréntesis
indican la desviacion estandar.
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en este estudio indican que un kilogramo de garbanzo Desi
cubre los requerimientos de Mg?*, P>*y K*.

Contenido de microminerales. Los materiales evaluados
tienen un aporte importante de Mn?*, Zn?*y, principalmente,
de Fe?* a los requeridos por rumiantes (NRC, 2000). Se ha
observado que estos minerales son marginales a deficientes
en ciertos forrajes nativos de zonas aridas (Ramirez-Orduna
et al., 2005; 2008), mientras que los pastos tienen un aporte
importante de Ca* y P**, pero su alto contenido de lignina
reduce la utilizacién de estos (Reyes-Pérez et al., 2022), por
lo que la inclusion de garbanzo en la dieta de este alimento
en bovinos que pastorean libremente es importante. Wang
y Daun (2004) observaron que la semilla de garbanzo cruda
(100 g) proporciona en promedio alrededor de 5.0 mg/100 g
de Fe?*, 4.1 mg/100 g de Zn?**, 138 mg/100 g de Mg>* y 160
mg/100 g de Ca** (Jukanti et al., 2012) siendo, este ultimo,
mayor en los tipos Desi que en los Kabuli.

Andlisis de preferencia. Jacinto-Pimienta et al. (2016),
mencionan que, puesto que el andlisis MDPREF se basa en
un modelo de componentes principales, el biplot, que es
una representacion grafica que muestra la relacion entre los
datos de la matriz (las columnas y las filas), las dimensiones
del biplot son los dos primeros componentes (Figura 2). El
primer componente es aquel que tiene una mayor dimen-
sion del biplot, es la caracteristica de produccion y calidad.
El segqundo componente es ortogonal al primero, siendo el
segundo mas preferido. En el biplot, se muestran puntos que
observan los genotipos y cada valor de produccién y calidad
por un vector. Los puntos que estan estrechamente agrupa-
dos en una regién del grafico representan los genotipos que
tienen los mismos patrones de preferencia a través de las
variables de produccién y calidad. Los vectores que apuntan
en mas o menos la misma direccién representan los valores
de produccién y calidad que tienen patrones similares.

r
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Figura 2. Representacion grafica del analisis de preferencia multidimen-
sional de la relacion entre genotipos y caracteristicas de rendimiento y
calidad. Cen = Cenizas, RF= Rendimiento de forraje, DMS = Materia Seca
digestible, TND = Total de nutrientes digestibles, CNE = Carbohidratos
no estructurales, CMS = Consumo de materia seca, PFDA = Proteina en la
fibra detergente acido, ENL= Energia neta en leche, ENG = Energia neta de
ganancia, ENM = Energia neta de mantenimiento, L = Lignina, EE= Extracto
etéreo, FDA = Fibra detergente &cido, FDN = Fibra detergente neutro, PC =
Proteina cruda, PD = Proteina digestible.
Figure 2. Graphical representation of the multidimensional preference
analysis of the relationship between genotypes and yield and quality cha-
racteristics. Cen = Ash, RF = Forage yield, DMS= Digestible dry matter, TND
= Digestible total de nutrients, CNE = Non-structural carbohydrates, CMS =
Dry matter intake, PFDA = Protein in acid detergent fiber, ENL= Net energy
in milk, ENG = Gain net energy, ENM = Maintenance net energy, L = Lignin,
EE = Eter extract, FDA = Acid detergent fiber, FDN = Neutral detergent fiber,
PC = Crude Protein, PD = Digestible Protein.

Dos componentes explicaron el 91.51 % de la varia-
cién total (Figura 2). La representacion grafica muestra que
el mayor rendimiento de forraje y minerales se encuentran
preferentemente en el genotipo El Patrén. Por su parte la
DMS, CNE, TND, CMS, EE, NIDA y contenidos de energia (lac-

Tabla 5. Concentracién mineral (DS) del grano de cinco genotipos de garbanzo Desi.
Table 5. Grin mineral concentration (SD) of five Desi chickpea genotypes.

Mineral Unidad El Patron Lerma Pénjamo SA 05 1CC-1273
Cenizas % 3.75(0.5) 3.57 (0.5)° 3.76 (0.5) 3.74 (0.5) 3.59(0.5)
Ca** % 0.17(0.1) 0.14 (0.1)°< 0.17(0.1) 0.14 (0.1)b< 0.15(0.1)°
ps* % 0.49 (0.01)* 0.46 (0.01)° 0.45 (0.01)° 0.45 (0.01)° 0.44 (0.01)°
Mg** % 0.15(0.01)° 0.15(0.01)° 0.16 (0.01) 0.15(0.01)° 0.15(0.01)°
K* % 1.37 (0.07)? 1.35(0.07)* 1.40 (0.07)* 1.44 (0.07)* 1.35(0.07)*
Na* % 0.03 (0.001) 0.03 (0.001) 0.03 (0.001) 0.03 (0.001)° 0.03 (0.001)®
Zn** mg/kg 21.89 (0.5)° 17.57 (0.5)¢ 22.97 (0.5) 21.07 (0.5)*° 19.41 (0.5)°
Mn?* mg/kg 30.39 (0.5) 29.49 (0.5)** 31.08 (0.5) 31.38(0.5)° 27.37 (0.5)°
Cu?* mg/kg 7.27 (0.5) 7.48 (0.5) 6.53 (0.5)° 7.56 (0.5) 6.08 (0.5)°
Fe?* mg/kg 77.20 (0.5)* 60.40 (1.5) 60.70 (1.9) 59.70 (1.6)° 63.60 (1.0)°

abc = diferentes literales entre columnas indican diferencia significativa, seguin prueba de Tukey (p < 0.05); C = cenizas; Ca* =
calcio; P>* = fésforo; Mg?* = magnesio; K* = potasio; Na* = sodio; Zn*" = zinc; Mn?* = manganeso; Cu?* = cobre; Fe?* = fierro; Valores
entre paréntesis indican la desviacion estandar.
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tancia, mantenimiento y ganancia), se encuentran preferen-
temente en la linea experimental ICC-1273. Las variables RG,
PC, PD, FDA, FDN y los minerales Mg, Mn y Cu se encuentran,
preferentemente, en los genotipos Lerma, San Antonio 05y
Pénjamo.

Diversos estudios han encontrado que los procedi-
mientos de analisis de componentes principales y de conglo-
merados son eficientes para evaluar la diversidad genética
de los rasgos agro-morfoldgicos en garbanzos (Gupta et al.,
2011; Kayan y Adak, 2012; Parameshwarappa et al., 2011). Los
resultados de los genotipos evaluados en el presente estudio
con la utilizacién de ambos procedimientos, considerando
caracteristicas productivas y de calidad, permitié agrupar
de una manera clara la diversidad genética de los materiales
evaluados. Dicha diversidad determina su potencial para me-
jorar la eficiencia y, por lo tanto, su uso para la reproduccion,
que eventualmente puede resultar en una mejor produccion
de alimentos (Malik et al., 2014), caracteristicas a considerar
en la produccién animal, principalmente como una alterna-
tiva forrajera mas, en siembras de otono - invierno, como lo
sugieren Ochoa-Espinoza et al. (2022).

Considerando las variables de rendimiento de forraje
(RF), rendimiento de grano (RG) y calidad nutrimental, se
construyé el dendograma de la Figura 3. Los genotipos se
separaron en tres grupos, uno integré a los genotipos Ler-
ma, Pénjamo y San Antonio 05; otro, a la linea ICC-1273; el
tercero, a la variedad El Patron, que fue la que presento la
mayor distancia de promedio entre grupos. En este caso, los
resultados de este analisis en el presente estudio sugieren el
cruzamiento directo entre las variedades El Patrén y la linea
ICC-1273 con el objetivo de desarrollar materiales superiores
en caracteristicas de rendimiento y calidad forrajera.

w-—@mwE—0 @-~30 o-oe3o-T oo L-0Iwo0-0

ElPatrdn Lerma Penjamo San Antonio 05 1GC-1273

Figura 3. Dendograma que representa la relacién genética de cinco genoti-
pos de garbanzo Desi basado en 26 rasgos cuantitativos.

Figure 3. Dendrogram representing the genetic relationship of five Desi
chickpea genotypes based on 26 quantitative traits.
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CONCLUSIONES

Los cinco genotipos de garbanzo forrajero presen-
taron rendimientos de grano similares, sin embargo, la
variedad El Patrén presenté el mayor rendimiento biolégico,
rendimiento de esquilmos y en consecuencia mayor capaci-
dad para alimentar UA. La variedad San Antonio 05 presenté
el mayor contenido de proteina cruda, y aunque la linea ex-
perimental ICC-1273 present6 el nivel mas bajo, el andlisis de
preferencia por componentes principales mostré que fue el
genotipo de mayor DMS, CNE, TND, CMS, EE, NIDA, ENI, ENm
y ENg; caracteristicas que la hacen la variedad con grano y
forraje de mayor valor nutricional. Se observé un contenido
importante de minerales, principalmente de K. En general,
los resultados muestran que, tanto en rendimiento como en
calidad, los genotipos de garbanzo Desi pueden servir como
una fuente importante de forraje y nutrientes en la alimenta-
cién animal.
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