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PLANTS (Psidium guajava)
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RESUMEN

La produccion de guayaba para el 2008 en el estado de Guanajuato fue de 177 Ha de superficie sembrada e igual nimero
de superficie cosechada, produccién en 1,130.80 Ton. En las préacticas agricolas tradicionales se ha hecho un uso excesivo
de fertilizantes minerales, los que, si bien es cierto, garantizan una buena produccién son costosos y llegan a causar
desequilibrios en los agroecosistemas por la contaminacién del suelo, agua, y de los alimentos. En este trabajo se evalué €
efecto de cepas de Bacillus subtilis como promotora de crecimiento de plantas en plantas de guayaba en condiciones de
invernadero. Se utilizaron tres cepas, se inocularon en maceta con la planta de guayaba. Se midio la atura, nimero de
ramas y hojas. De 2 huertos de guayaba se tomaron muestras de suelo para € aisamiento y caracterizacion de
rizobacterias. Se utiliz6 un medio sdlectivo con 1- &cido carboxilico, -1- aminociclopropano y se seleccionaron las
bacterias con la actividad de ACC desaminasa. A los aislados se les determino resistencia a antibi6ticos, confrontacion
con hongos fitopatdgenos, pruebas de crecimiento de plantas in vitro y perfiles metabdlicos BIOLOG. Se encontraron 30
de aislados con actividades ACC, 7 tienen efecto de control bioldgico y 5 presentaron efecto en €l desarrollo de laraiz in
vitro. El uso rizobacterias promotoras de crecimiento son una excelente aternativa de megjora de la produccion de
guayabas, cultivo del que se conoce muy poco de las microflora asociada a su rizésfera y del papel ecolégico que tienen
en suelo.

Palabras clave: Frutales, Rizosfera, Psidiumguajava

SUMMARY

Guava production for 2008 in the state of Guanajuato was 177 hain area planted and the same number of area harvested,
production in 1,130.80 Ton. In traditional farming practices have made excessive use of minera fertilizers, which, if itis
true, ensure a good production are expensive and come to cause imbalances in agroecosystems by contamination of soil,
water, and food. In this work we evaluated the effect of Bacillus subtilis strains as plant growth promoter rhizobacteriain
guava plants under greenhouse conditions. We used three strains were inoculated potted plant with guava. We measured
the height, number of branches and leaves. Guava orchards of 2 then display of soil were taken for the isolation and
characterization of rhizobacteria. Selective medium was used with 1 - carboxylic acid, -1 - aminocyclopropane and
selecting bacteria with ACC desaminase activity. For the isolates were determined antibiotic resistance, confrontation with
fungal pathogens, plant growth tests in vitro and BIOLOG metabolic profiles. We found 30 isolates with ACC activities, 7
have the effect of biological control and 5 had effect on root development in vitro. The use of growth promoting
rhizobacteria are an excellent aternative for improving the production of guavas, growing very little is known of the
microflora associated with the rhizosphere and the ecological role they have in the ground.

K ey words: Fruit, Rhizosphere, Psidium guajava

INTRODUCCION

La guayaba (Psidium guajava) es un érbol frutal cultivado en las regiones tropicales de América,
Asiay Oceania, cuyos frutos son consumidos por su agradable sabor y valor alimenticio, aportando
nutrimentos tales como flavonoides, carotenoides, vitaminas A, B y C, terpenoides, compuestos
volatiles y fibra, los cuales son importantes para la dieta humana gracias a sus propiedades como
antioxidantes, antidiarreicos, antimicrobianos, entre otras (Vargas-Alvarez, 2006). En México, la
guayaba se cultiva en huertos en una superficie mayor a 22,000 hectareas, distribuidas en los
estados productores. Michoacan, Aguascalientes, Zacatecas, Estado de México, Querétaro,
Guerrero, Jalisco, Nayarit, Tabasco, Durango, Guanguato, Colima, Puebla, Veracruz, Chiapas,
Queré&taro, Hidalgo, Sindoa, Morelosy Baja California Sur, los cuales en conjunto generan 48,800
empleos directos, una produccién de 225,000 toneladas anuales con un costo aproximado de 830
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millones de pesos, congituyendo una de las actividades econdémicas importantes del pais
(SAGARPA, 2011). La demanda del fruto fresco es en mayor proporcion en las centraes de
abastos, supermercados y establecimientos de las principales ciudades del pais: México,
Guadalgjara, Monterrey, Tijuana, Mexicali y la zona de La Laguna, en el Estado de Coahuila
(INIFAP, 2008). Ademas la industria dimentaria, demanda frutos de calidad para la elaboracién de
jugos, néctar, ates, mermeladas, entre otros productos para € consumo naciona (SAGARPA,
2011).

En el estado de Guangjuato la produccion anual de guayaba es de 1,131 toneladas, cantidad
representativa a nivel naciona que lo ubica entre los 10 estados con mayor produccion
(SAGARPA, 2008). Dentro del estado, € municipio de Salvatierra cuenta con las condiciones
climéticas y de suelos adecuados para € desarrollo de diferentes variedades de guayaba, los cuaes
durante mucho tiempo han sido utilizados en la elaboracion de dulces y conservas para sustento
econémico de los pobladores. Sin embargo en los Ultimos afios la produccién de guayaba ha
disminuido drésticamente por diversos factores tales como las sequias, mala calidad del agua de
riego, los atos costos de servicio de agua, las enfermedades y plagas que merman la calidad del
fruto (Reyes-Barrera et al., 2011). Dada esta problematica es necesario establecer estrategias
bi otecnol 4gicas que permitan mejorar la calidad y apariencia del fruto para hacerlo mas atractivo a
consumidor e incrementar la demanda del producto.

En € sudo existe gran diversidad de microorgani smos benéficos para el desarrollo y produccién de
las plantas, entre los que se encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas
PGPR por su acrénico en inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria’ (Kloepper et al., 1978;
Glick, 1995; Glick, 1999); las cuaes congtituyen excelentes alternativas biotecnolégicas para
mejorar el rendimiento de cultivos de importancia agronémica. Las PGPR ejercen efectos benéficos
en las plantas a través mecanismos directos e indirectos para la promocion del crecimiento vegetal.
La promocion directa ocurre cuando las bacterias sintetizan metabolitos que facilita alas plantas, la
toma de ciertos nutrimentos a partir del ambiente (Glick, 1995; Glick, 1999; Jiménez-Delgadillo,
2004); mientras que & mecanismo indirecto se lleva a cabo cuando las PGPR disminuyen o
previenen e efecto ddetéreo de fitopatdgenos mediante control biolégico (Glick, 1995; Glick,
1999). Las PGPR has sido ampliamente utilizadas en algunos cultivos de importancia agricola
donde se ha demostrado que incrementan e rendimiento y la calidad de frutos (Pulido et al., 2003);
asi como la vida de anaquel como en el caso del tomate (Mena-Violante, 2007). Sin embargo, en €
caso de arboles frutales las PGPR han sido poco estudiadas; en lo que respecta a &rboles de guayaba
se desconoce la diversidad de bacterias rizosféricas y sus efectos promotores del crecimiento
(Ramirez et al., 2003). Por lo que en este trabajo se propuso el aislamiento y caracterizacion de la
diversidad microbiana asociada a cultivo de guayaba con € fin de seleccionar una cepa que sea
factible para aplicacién como un biofertilizante.

MATERIALESY METODOS

Experimento en inver nader o con cepas de Bacillus subtilis.

Se utilizaron tres cepas de Bacillus subtilis denominadas DN, MZ y BH del laboratorio de
Bioguimica Ecolégica a cargo del Dr. Victor Olade Portuga del CINVESTAV-IPN Unidad
Irapuato. Seinocularon las plantas de guayaba (diez macetas por cepa) con cada y un control solo
con riego por 7 meses con dos inoculaciones durante ese periodo. Se evaluaron la altura, nimero de
ramasy de hojas de cada planta de guayaba.

M uestreo de suelo de huertos de Guayaba.

Se seleccionaron dos huertos de guayaba ubicados en el municipio de Salvatierra Guanajuato, de los
cuales se tomaron muestras de suelo de larizésfera de cinco puntos en cada huerto. Las muestras de
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suelo se amacenaron en bolsas de plastico y se guardaron a 4 °C hasta su andlisis. El muestreo se
realizd en el mes de mayo 2011, correspondiente alatemporada de sequia.

Aislamientoy caracterizacion derizobacterias con actividad de ACC desaminasa.

Las muestras de suelo se utilizaron para aislar rizobacterias en medio selectivo para actividad de la
enzima ACC (1- &cido carboxilico, -1- aminociclopropano) desaminasa. El medio de cultivo
contiene por litro 4 g KH,PO,, 6 g NaHPO,, 0.2 g MgSO,, 1 mg FeSO,, 10 EBOH 10 Ug
MnSQ,, 50 L1§0CuSO  E1gMA@ZnS0,, glucosa 0.2%, ac. glucénico 0.2%, ac. citrico
0.2%, agar bacteriolégico a 2% y 1- &cido carboxilico, -1- aminociclopropano (SIGMA) estéril de
3mM como Unica fuente de nitrégeno (Penrose y Glick, 2003). Se determinaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) de las diferentes muestras de suelo en una dilucion 1:100 utilizando

el equipo Automated Spiral Plater 4000. A los aislados obtenidos se lesrealizd latincidn de Gramy

Se prosigui 6 con su caracterizacion.

Resistencia a antibidticos.

Los aidados de las rizobacterias se crecieron en agar nutritivo y se colocaron multidiscos
combinados BIO-RAD. Las placas se incubaron a 28 °C por 24 h; transcurrido €l periodo de
incubacion se determind la sensibilidad a los antibiéticos midiendo € diametro del hao de
inhibicion.

Perfiles metabdlicos.

Se utilizaron microplacas BIOLOG que contienen 95 fuentes de carbono distintas, las placas GN2
se utilizaron para la caracterizacion de los aislados Gram negativos, mientras que las GP2 para los
aislados Gram positivos. Los aislados seleccionados se cultivaron en e medio BUG por 24 h a28°C
de la compafiia BIOLOG. Se prepararon 20 ml de solucion de NaCl a 0.85% estéril, se tomé
muestra de la cepa inoculada en el medio BUG en NaCl hasta una transmitancia de 52% GN y 20-
30% GP £3 %, se inocularon en las microplacas BIOLOG Gram positivas o Gram negativas segin
el aidado, de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las microplacas se incubaron a 28°C y
se les tomé lectura de absorbancia a las 24 h con € lector de microplacas Biolog y e software
ML 3420, para determinar |os perfiles metabdlicos y laidentificacion de la cepa.

Efecto de antibiosis de las rizobacterias contra hongos fitopat6genos.

Se seleccionaron algunos aislados de rizobacterias y se confrontaron contra diversos hongos
fitopatdégenos. Sclerotium sp, CPH8 Alternaria sp, Fusarium sp, Rhizoctonia sp CPH1 del chile
poblano, Bipolaris sp y Coalletotrichum sp IR-MZ-LR del cepario del Laboratorio de Bioquimica
Ecoldgica del Cinvestav-IPN Unidad Irapuato. Las pruebas de antibiosis se realizaron en medio
PDA a28°C por 24 h.

Efecto de germinacion y promocion de crecimiento de lasrizobacterias en plantas.

Para la evaluacién del efecto en la germinacion; los aislados seleccionados se inocularon en 25 mi
de extracto de papa, se agregaron 15 semillas de pepino al cultivo y se agitaron por 20 min, como
control un grupo de semillas se agitaron en caldo estéril sin indculo. Las semillas se colocaron en
cgas Petri con pape himedo estéril, se incubaron a 28°C por 20 h y se calculé € % de
germinacion. Para evaluar el efecto promotor de crecimiento, se utilizaron semillas de Arabidopsis
thaliana en medio de Murashige-Skoog al 20% suplementado con sacarosa a 1%y agar a 1%, se
colocaron semillas en placas con e medio e incubaron en camara de crecimiento a 24°C con un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad por 10 dias.
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RESULTADOSY DISCUSION

Todas |las cepas de Bacillus subtilis tuvieron un mayor crecimiento con respecto a control, pero las
cepas DN y MZ tuvieron més del doble, como seindica Figura 1.
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Figura 1. Efecto de cepas de Bacillus subtilis DN, MZ y BH sobre € desarrollo de plantas de guayaba en
altura, nimero de ramasy hojas. Las barraindica el error experimental.

En el nimero de ramas, la cepas de Bacillus subtilis no mostraron diferencia significativa con €
control a excepcion de la cepa MZ tuvo e menor nimero de ramas como se indica figura 2. Con
respecto a nimero de hojas, la cepa DN y e Control tuvieron los mismos resultados figura 3.

Del suelo de los huertos de guayaba muestreados se obtuvieron 30 aislados con actividad de ACC
desaminasa, los cuales se caracterizaron por tincion de gram, se encontré que 20 aislados fueron
gram positivos y 10 aislados fueron gram negativos. Los resultados de los antibiogramas dieron un
grupo de 7 aidados sensibles a todos los antibidticos y €l resto dieron patrones diferentes de
sensibilidad y resistencia, como se muestraen el cuadro 1.

Cuadro 1. Determinacion de laresistencia/sensibilidad de los aislados bacterianos a antibiéticos.

Antibiotico
Cepa Gram AK AM CF CRO CL DC ENX E GE NE PE SXT
A2b - S S S S S S S S S S S S
A2d + S S S S S S S S S S S S
Alc - S S S S S S S S S S S S
A3d + S S S S S S S S S S S S
A3.1d - S S S S S S S S S S S S
Alla - S S S S S R S R S S S R
A3lc - R R R R R R R R R S R R
AGa + S S S S S S R S S S S R

AK amikacina (30 ), AM ampicilina (10 [y), CF cefaotina (30 [y), CRO ceftriaxona (30 [g), CL
cloranfenicol (30 [Og), DC dicloxacilina (1 [1g), ENX enoxacina, E eritromicina (15 [1g), GE gentamicina (10
[Iy), NET netilmicina (30 ), PE (10 U), SXT trimetroprin-sulfametoxazol (25 [Iy). R resistente, S
sensible.

La identificacion de los aislados por perfiles metabdlicos BIOLOG de los aislados gram negativos
dieron porcentges de similitud a los géneros. Xanthomonas, Pantoea, Burkholderia y
Pseudomonas; los aislados gram positivos dieron identificacion de hasta 96% de similitud del
género Bacillus y varias especies entre ellas cereus, thuringensis, mycoides, megaterium. Los
perfiles metabdlicos ademés indicaron que, de los aislados gram positivos el A2d es la presento
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mayor capacidad metabdlica a utilizar mas fuentes de carbono con un 68 % y de los aidados gram
negativos e aidado A2c fue de mayor capacidad metabdlica con un 14 %. De las pruebas de
antibiosis, 7 aislados detuvieron e crecimiento de hongos fitopatdgenos: Sclerotium sp., Rizoctonia
sp., Bipolaris sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Fusarium sp. De la eficiencia en germinacion
de semillas de pepino, la cepa A2c dio un 100% de germiancion en 20 h comparado con el control
con un 46%. En la prueba de desarrollo de laraiz, la cepa A3a dio € mayor desarrollo en longitud
delaraiz y formacion de la roseta en Arabidopsis thaliana hasta tres veces méas comparado con €l
control, cuadro 2.

Cuadro2. Efecto de Germinacion, Promocién de Crecimiento y antibiosis.

By Diesurrollo de
Cepa Crer minacion la Raiz {om) Antibiosis
Sl 6T | S E A
v a3 l 2
A3, 87 2.7 R. B, {
4 b =0 | E.F
Add 73 =T s
A3 ¢ it i aR
44 1400 16 . F
2304 R 21 WE
Aba 04 2N 34
Control 47 1 NE

A) Alternaria sp, B) Bipolaris p, C) Colletotrichum sp, F) Fusarium sp, R) Rhizoctonia sp, S) Sclerotium sp,
NE no hay efecto.

CONCLUSIONES

L os resultados obtenidos en este trabajo, nos indican la necesidad de explorar la microflora de suelo
de frutales que pueden ser utilizados como herramientas benéficas en la produccion de plantas de
guayaba. Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas aisladas de suelos de guayaba
demostraron ser una excelente opcion para formular un biofertilizante especifico parala produccién
de guayaba y con esto contribuir a desarrollo del municipio en Salvatierra, Gto., megjorando la
produccion de materia prima para la produccién de dul ces tradicional es de guayaba.
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WILD STRAWBERRY VS. Botrytis cinerea AND Rhizopus stolonifer
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CINVESTAV IPN lrapuato. Carretera Irapuato- Ledn, Km 9.6. Libramiento norte, CP 36000, Irapuato, Guanajuato, M éxico.

RESUMEN

La fresa es una fruta no climatérica, con una vida postcosecha muy corta. La pérdida de calidad del fruto puede
deberse, entre otros factores a dafios ocasionados por fitopatdgenos. Entre los méas comunes se encuentran los hongos
causantes del moho gris (Botrytis cinerea), y podredumbre blanca (Rhizopus stolonifer) dos fitopatdgenos de gran
impacto por su velocidad de crecimiento la cua les permite colonizar la superficie de los mismos ocasionado
importantes pérdidas econdmicas. Una alternativa parael control de los dafios por patdgenos en frutos postcosecha es
el uso de antagoni stas microbianos que pueden estar presentes en laplanta o €l fruto pero en densidades bajas. En este
estudio se aislaron bacterias de tejido foliar y frutos de fresa silvestre (Duchesnea indica Andr. Fock) y comercial. Se
seleccionaron aquellos aislados que presentaron los mayores porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de
ambos fitopatdgenos in vitro. Se aislaron un total de 32 cepas de las cuales 15 provinieron de fresa silvestre y 24 de
fresa comercial. Se obtuvieron solo nueve cepas con potencial biocontrolador para uno o ambos patégenos. Los
mayores porcentajes de inhibicion del crecimiento micelia oscilaron entre 67.1% y 81.7% para Botrytis cinerea 'y
45.5% a 73.2% para Rhizopus stolonifer. Estos fueron obtenidos por cuatro aislados dos obtenidos de fresa silvestre y
dos de comercial, todos ellos con capacidad para controlar a ambos fitopatdgenos.

Palabras clave: Biocontrol Postcosecha, moho gris, podredumbre blanca, frutillas

SUMMARY

Strawberry is a non-climacteric fruit, with a short postharvest life. The loss of fruit quality may be due, anong other
factors to damage caused by pathogens. Among the most common fungi are causing gray mold (Botrytis cinerea) and
white rot (Rhizopus stolonifer) two phytopathogenic impact on their growth rate which alows you to colonize the
surface of these caused major economic losses. An alternative to control damage in fruit postharvest pathogens using
microbia antagonists may be present in the plant or fruit, but at low densities. In this study bacteria were isolated
from lesf tissue and wild strawberry fruit (Duchesneaindicates Andr. Fock) and comercial strawberry. Those isolates
that were selected had the highest percentages of inhibition of mycelial growth of both pathogens in vitro. We
isolated atotal of 32 strains of which 15 came from wild strawberry and 24 commercial strawberry. Only nine strains
were obtained with biocontrol potential for one or both pathogens. The highest percentages of mycelia growth
inhibition ranged from 67.1% and 81.7% for Botrytis cinerea and 45.5% to 73.2% for Rhizopus stolonifer. These
were obtained from four isolates two of them from wild strawberry and the others from commercia strawberry, al
with ability to control both pathogens.

K ey words: Biocontrol postharvest, gray mold, white rot, berries

INTRODUCTION

La fresa (Fragaria x ananassd), es quizas uno los frutos mas apetecibles por su exquisito sabor
(Howard et al., 1992) y al igua que otras frutillas, posee ato valor nutricional. Es fuente
importante de fibra dietética, vitaminas y minerales ademés de compuestos fitoquimicos
esenciaes para mantener la salud humana (Cai et al., 2006; Cheel et al., 2007; Garcia et d.,
2004; Yildiz y Eyduran, 2009). Como resultado de estas propiedades nutracéuticas, en afios
recientes su demanda ha incrementado. México es uno de los paises productores de fresa,
colocando mas del 90 % de sus exportaciones de fruta fresca en Estados Unidos (SAGARPA,
2010). En México, la produccion de esta frutilla tiene un lugar relevante en la agroindustria, ya
que generaempleosy divisas.

Debido a que se trata de un fruto no climatérico, y altamente sensible al dafio mecénico, o cua
la hace muy susceptible a la invasion de algunos organismos patdgenos posee una vida post-
cosecha muy corta. Entre las causas de pérdida de calidad de los frutos de fresa se encuentra su
sensibilidad a deterioro por atague de hongos fitopatdgenos, entre los que se encuentran
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Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer, 10s cuales ocasionan importantes pérdidas post-cosecha
(SAGARPA 2008).

B. cinerea es también conocido como podredumbre gris, debido a que produce una gran
cantidad de micelio gris de apariencia polvosa; € hongo produce esclerocios que son estructuras
de resistencia planos duros y de color negro, que permiten que el organismo se mantenga latente
en € suelo, desarrollandose sobre restos de plantas en proceso de descomposicién. Puede
propagarse en las semillas infectadas con esclerocios y germina en climas himedos a
temperaturas entre los 18°C y 23°C, produciendo la infeccion (INFOAGRO, 2002), aunque
puede crecer a bgjas temperaturas de amacenamiento (Espinosa, 2006), Este patdégeno afecta a
més de 235 especies de plantas como ornamentales, frutales, hortalizas, por mencionar algunas
y puede atacar desde la semilla, bulbos, tallos, hojas, flores, raices y frutos postcosecha. Se
estima que alrededor del 20% de la cosecha mundial, es afectada por B. cinerea ocasionando
unainversién de billones de euros anual es para su control (Genoscope, 2005).

Rhizopus stolonifer por su parte, es agente causa de la enfermedad conocida como pudricién
blanda, la cual ocasiona grandes pérdidas econémicas, puede crecer y desarrollarse a
temperaturas que van desde los 10 hasta los 33°C y humedades relativas variables, se ve
seriamente afectado por temperaturas menores a los 5°C (Ponton, 2002). Es un hongo que se
encuentra como saprofito sobre pedazos de fruta o cualquier material organico, su micelio es
afreo, se puede reproducir sexual y asexuadmente por medio de dos estructuras
morfol 6gicamente similares, el resultado de esta fusion es la formacién de una zigospora, la cual
tiene paredes gruesas que le dan resistencia para poder mantenerse latentes en el suelo por
varios meses, soportando condiciones de escases de agua y atas temperaturas, hasta que
encuentra las condiciones necesarias para desarrollarse (Adaskaveg et al., 2002; Rivera, 1999).
Durante muchos afios, estos patégeno ha sido controlados por aplicacion de fungicidas
sintéticos (Zhao et al., 2010). Sin embargo, existen reportes de que dada su alta eficacia y
facilidad de uso (Jaramillo et al., 2007) han provocado € uso inmoderado de tales
agroquimicos, lo cual ha traido como consecuencia un riesgo potencial para la salud humanay
de manera adicional € desarrollo de resistencia de los patdégenos a dichos productos (Dufour et
al., 2011; Bardas et al., 2010). En México, se han aplicado plaguicidas desde fines dd siglo
XIX (Sertox, 2004). Por otro lado, sus efectos dariinos se han extendido a diversos ecosistemas
(Jaramillo et al., 2007).

Por lo anterior, es necesario buscar dternativas naturales que permitan € control de los
patdgenos postcosecha permitiendo a mismo tiempo reducir € uso de agroguimicos. En este
sentido € control bioldgico se perfilacomo una opcion (Sharma et al., 2009). Uno de los grupos
de microorganismo evaluados como controladores de patdégenos en postcosecha de frutas y
vegetales, han sido las bacterias antagonistas (Abraham et al., 2010; Arrebola et al., 2010).
Destacan las pertenecientes a género Pseudomonas, debido a su capacidad para producir una
gran variedad de metabolitos secundarios téxicos a hongos y bacterias fitopatégenos, como los
antibidticos (Hernandez et al., 1999). En este sentido existen reportes del uso microorganismos
como biocontroladores de Botrytis cinerea como: Actinobacter, Bacillus, Pantoea y
Pseudomonas ssp. en uva, ademés de Gliocladium roseum para combatir Botrytis en fresa
(Chaves y Wang, 2004); en lo que respecta a Rhizopus stolonifer, microorganismos como
Trichoderma harzianum, Trichosporon pullulans, C. laurentii entre otros demostraron ser
excelentes hiocontroladores de este patdgeno (Guédez et al., 2009; Qin et al., 2004; Zhang et
al., 2007). Debido a los efectos positivos antes mencionados, la necesidad de buscar
alternativas amigables con el medio ambiente, que no afecten la salud del consumidor, asi como
por la importancia de este fruto a nivel nacional y mundial, € uso de bacterias antagénicas
aidadas de frutos de fresa silvestres y de fresa comercia pudiera ser una opcion a considerar
para el control de dos de las enfermedades de mayor importancia a nivel postcosecha. Por 1o
antes mencionado, € objetivo de este trabgjo fue aidar y seleccionar bacterias de tgjidos de
fresa tanto silvestre como comercial con potencial biocontrolador hacia Botrytis cinerea y
Rhizopus stolonifer en ensayosin vitro.
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MATERIALESY METODOS

Este trabgjo se redizd en el laboratorio de fitopatologia del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para € Desarrollo Integral Regional Unidad Michoacan y en e Laboratorio de
Bioquimica Ecol6gicadd CINVESTAYV Irapuato.

Aislamientoy purificacién de Botrytis cinérea'y Rhizopus stolonifer

De frutos infectados con Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer, se tomé 1cm® de tejido enfermo
con micelio, e cual se colocd en placas Petri con agar papa dextrosa (PDA), las cuaes se
incubaron a 18 °C, para el caso de B. cinerea y 26 °C para R. stolonifer durante 48 h. Una vez
desarrollado e micelio, se tomaron muestras de ambos organismos realizando improntas con
cinta adhesiva en un portaobjetos, y sobre estas se colocd una gota de azul de tripano. Las
preparaciones fueron observadas a microscopio con la finalidad confirmar la presencia de
Botrytis cinerea, usando las claves reportadas por Barnett y Hunter, (1988) y para Rhizopus
stolonifer las claves reportadas por Mass, (1988) y Schipper, (1984). Una vez confirmada la
identidad de ambos patdgenos, se tomé 1 cm® de micelio de cada uno, se colocé en placas con
PDA y seincubd a 18 °Cy 26 °C por 48 h. La purificacién de ambos fitopatdgenos se realiz
por corte de punta de hifas, las cuales se colocaron en medio PDA, incubadndose a 18 °C y 26
°C durante 48 h respectivamente.

Prueba de patogenicidad

Para confirmar la virulencia de las cepas B. cinerea y R. stolonifer se utilizaron frutos de fresa
comercial previamente lavados con agua destilada y desinfectados con hipoclorito de sodio al 6
%; los frutos se enjuagaron nuevamente con agua destilada y se secaron con toallas de papel
estériles. Los frutos fueron colocados en recipientes desechables estériles alos cuales se aplico
por aspersion 1 ml de una suspension 7x10° esporas ml™?, y 4.7 x 10° esporangios ml™ del hongo
correspondiente (Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer) y se incubaron a 18 °C y 26 °C
respectivamente por 5 dias, con observaciones diarias para verificar la virulencia del patégeno.
Cada charola con 10 frutos fue considerada una unidad experimental y se hicieron 3 réplicas por
patdgeno. La severidad de la infeccidn se determiné utilizando una escala de severidad con 4
grados de dafio con base en las siguientes categorias: 1=0-24%, 2=25-49%, 3=50-74%, 4=75-
100%, de dafio visua por fruto. El indice de severidad de la infeccion se determind con la
ecuacion descritapor Pérez et al. (1995):

Donde:

Xi=Numero de frutos enfermos por cada grado de dafio
1, 2, 3, 4: grado de dafio en la escala mangjada

N= Numero total de frutos por unidad experimental

Aidamiento de bacterias antagonicas

El aislamiento se realizo tanto de plantas de fresa comercial, colectadas en un campo de cultivo
de Zamora, Michoacén como de una especie silvestre (Duchesnea indica Andr. Fock) colectada
en lalocalidad de Cheran, Michoacan.

El material vegetal se enjuag6 con agua corriente, se desinfestd por inmersion en hipoclorito de
sodio a 3% por 1 min, se enjuagd con agua destilada estéril y se seco con toallas estériles. Una
parte del tejido foliar fue cortado en trozos de 1 cm?® aproximadamente, |os cuales se colocaron
en cajas petri con PDA e incubaron a 26°C, hasta el desarrollo de las colonias; otra parte del
tgjido se colocé en un homogenizador estéril y se molié con 9 ml de agua peptonada a 2%; del
extracto se tomaron 0.5 mL, los cuales fueron colocados en cgjas petri con PDA. Posteriormente
se tomaron muestras de igual volumen para realizar diluciones 10%, 10%, 10% 10% las cuaes
también fueron sembradas en placas con PDA y se incubaron a 26 °C por 72 h. En €l caso del
fruto se hicieron improntas del mismo en placas petri e incubaron a 26 °C por 72 h. Una vez
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obtenido € desarrollo bacteriano, las colonias se picaron con palillos estériles y se pasaron a
cajas con PDA las cuales se incubaron a 26°C por 48 h.

Evaluacion dela Actividad antagonicain vitro

La evaluacién de la actividad antagonica de los aidados bacterianos obtenidos de fresa
comercid y silvestre hacia los dos patdgenos estudiados se reaizd6 mediante una prueba de
confrontacion dual en PDA. Cubos de 1 cm® de micelio de B. cinerea y R. stolonifer fueron
colocados en € centro de placas Petri, arededor de las cuales se inocularon los distintos
aidados bacterianos obtenidos usando un palillo estéril. Se hicieron tres repeticiones por placa.
Las placas se incubaron a 18 °C por cuatro dias. La zona de inhibicion del crecimiento micelial
(cm) fue medida con ayuda de un vernier cada 24 h tomando la distancia del didmetro del halo
entre la bacteria y el hongo. Placas con PDA inoculadas solo con el patdégeno correspondiente
fueron utilizadas como controles. El crecimiento micelial fue expresado como didmetro
promedio (cm). La actividad antagénica fue ca culada como porcentaje de inhibicion usando la
formula reportada por Singh (2003):

Donde:

R1= Crecimiento radial del patdgeno en la placa control
R2= Crecimiento radial del patégeno con la bacteria

El experimento se realiz6 dos veces.

RESULTADOSY DISCUSION

Tanto Botrytis cinerea como Rhizopus stolonifer son causantes de enfermedades postcosecha
en muchos frutos y vegetales. Los resultados obtenidos de la identificacion de los aislados
coinciden con los reportados en otros trabgjos para estos patdgenos (Mass, 1998; Barnett y
Hunter, 1998).

Caracteristicas de Botrytis cinerea

El hongo presenté un micelio de color gris caracteristico, € micelio crecid a ras del medio de
cultivo, también present6 esclerocios de forma irregular y de color negro en cultivos con un
tiempo de dos semanas de desarrollo. La velocidad de crecimiento fue de 96 h de incubacién
para cubrir toda la placa petri. El micelio presentd conididforos altos, septados, hialinos y
ramificados, sobre los cuales se desarrollaron los conidios con forma ovoide generalmente y
agrupados con aspecto de racimo de uvas. Estas caracteristicas morfol dgicas coinciden con las
reportadas por Barnett y Hunter (1998).

Car acteristicas de Rhizopus stolonifer

Este hongo desarrollé un micelio de color blanco muy ramificado y aéreo, que posteriormente
se tornd de color gris, también se pudieron observar a simple vista los esporangios de color
negro. Su crecimiento fue mas rapido que el de Botrytis cinerea, pues cubrio la placa petri en
48 h. El micelio produjo hifas cenociticas, rizoides agrupados de 3 a 5 esporangioforos
originados a partir de estolones, sobre los cuales se desarrollaron los esporangios que
presentaron forma esférica a partir de los cuaes se encontraron las esporangiosporas de color
obscuro que a liberarse permitieron la observacién de la columela. Estas caracteristicas
concuerdan con |las reportadas por Maas, (1998).

Aislamiento de cepas bacterianas

Se aidaron un total de 39 cepas bacterianas de distintas &reas de la planta tanto silvestre como
comercial, de las cuales 15 provinieron de tejido de fresa silvestre y 24 de tgjido de fresa
comercia, cuadro 1.
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Cuadro 1. Aidados bacterianos procedentes de distintas areas de plantas de fresa silvestre y
comercial

Planta Areadelacualse No.Total de
obtuvo el aislado aislados
Silvestre Hoja 7

Raiz 4
Fruto 4

Comercial Hoja 15
Raiz 5
Fruto 4

Evaluacion dela Actividad antagonicain vitro

Es importante usar diferentes alternativas para controlar el proceso de infeccion en frutos de
fresa. En este sentido, en este trabgjo pudo observarse e efecto antagdnico presentado por
digtintos aislados bacterianos contra uno o0 ambos patégenos in vitro.

De los 39 aislados bacterianos probados contra Botrytis cinerea y Rhizopus solonifer en placa,
nueve de ellos presentaron potencia biocontrolador para uno o ambos patdgenos (Figura 1). De
los nueve aidados cuatro mostraron una significativamente mayor actividad antagénica contra
alguno de los patogenos evaluados (p<0.05); dos procedentes de de tejido foliar de fresa
comercial (FC4 y FC5) y una de tgjido de fresa silvestre (FS3) mostraron un poder inhibitorio
sobre B. cinerea en tanto que los aislados FC4 (de fresa comercia) y FS2 (obtenido de tejido de
fresa silvestre) mostraron mayor biocontrol sobre R. stolonifer.

A

O
o
w

w1
o

B %inhibicion Bot

S
o

% de Inhibicién

W %inhibicién Rhiz

w
o

=N
o O

o

FS1 FS2 FS3 FC1 FC2 FC3 FC4 FC5 FC6

Tratamientos

Figura 1. Cepas bacterianas con poder antagénico vs Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer. Se excluyé
la cepa FC3 debido a que el didmetro presentado fue el menor en los dos patdgenos mientras que en los
demas € didmetro es mayor.

En general existen reportes que de que los mecanismos empleados por distintos
microorganismos controladores de patdgenos es a través de la produccion de diversos
metabolitos antifangicos que contribuyen alainhibicién del crecimiento (Leelasuphakul et a.,
2008; Abraham et al., 2010). Entre otros, la produccion de sideréforos (Shanmugam et al.,
2011), la liberacién de antibidticos, la produccién de enzimas liticas, € parasitismo,
competencia por nutrientes y espacio, y la induccion de resistencia (Janisiewicz y Korsten,
2002). Sefialando que no siempre es un solo mecanismo el que utilizan, sino que en algunos
casos pueden presentarse varios mecanismos.
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L os mayores porcentgjes de inhibicidn del crecimiento micelial oscilaron entre 67.1% a 81.7%
para Botrytis cinerea y 45.5% a 73.2% para Rhizopus stolonifer. Estos resultados coinciden e
incluso superan a los reportados por Toledo et al., (2002), quienes reportaron el potencial
biocontrolador de una cepa de Burkholderia cepacia contra dos razas de Fusarium sp,
encontrando que la cepa bacteriana produjo un 50.07% de inhibicion de crecimiento de laraza 1
de Fusarium sp, mientras que para la raza 2, produjo un 48% de inhibicion. Los autores
atribuyeron el potencial biocontrolador ala produccion de sustancias antifungicas'y sideréforos.
Como puede verse los porcentajes de inhibicion del 67.1% a 81.7% para Botrytis cinerea
superaron con creces los reportados y del caso de Rhizopus stolonifer (45.5% a 73.2%) los
igualaron y superaron para Rhizopus stolonifer), mostrando con ello e potencial de las cepas
bacterianas obtenidas.

Por otro lado Mateluna (2006), en un estudio readlizado con 42 cepas potenciamente
biocontroladoras versus 5 cepas Acetobacter aceti, encontr6 que 14 de ellas permitieron
porcentajes de 20,40 y 60% de inhibicion a crecimiento y solo 2 manifestaron un control total
del desarrollo de las cepas confrontadas. Los autores atribuyeron dicho potencial biocontrolador
alaliberacion de compuestos antibioticos. Estos porcentajes de inhibicién fueron menores alos
obtenidos en este trabgjo. De igual manera, superan los porcentajes de inhibicion reportados por
Arrebola et al. (2010), usando aislados del género Bacillus para controlar a Penicillium
crustosum, con un 33% de inhibicién in vitro del patdégeno a las 72 h de haber realizado €
bioensayo. Finalmente, los resultados obtenidos son semegantes a los reportados por
Leelasuphakul et al. (2008), quienes reportaron porcentgjes de inhibicién del micelio de
Penicillum digitatum que fueron de 42% hasta 76% por produccién de volétiles, y desde 84%
hasta 99% a usar los extractos crudos de metabolitos de B. subtilis después de 72 h de
incubacioén, esto de manerain vitro. Se propone que € uso de los extractos permitié e control
gracias ala produccién de antibi6ticos.

Por otro lado, no se descartala posibilidad de que las cepas con mayor potencia biocontrolador
obtenidas en este trabgjo pudieran deber tal efecto a establecimiento de competencia por
nutrientes, ya que B. cinerea es dependiente de los nutrientes, sus esporas requieren de ciertos
nutrimentos para germinar y comenzar el crecimiento de las hifas (Fernandez-Larrea, 2001).

CONCLUSION

Los nueve diferentes aislados bacterianos obtenidos tanto de tejidos de fresa comercial como
silvestre exhibieron un alto porcentaje de actividad antagonica contra Botrytis cinérea, Rhizopus
stolonifer o ambos en los ensayos in vitro, lo cual indica su potencial para ser usadas como
biocontroladoras de dichos patégenos, no obstante hace falta realizar pruebas in vivo para
confirmar dicha hipétesis.
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RESUMEN

Los mosquitos constituyen la principa via para la transmision del paludismo que afecta la salud humana y ocasiona un
impacto negativo en la economia dado que los tratamientos son costosos e imposibilitan laboralmente a los individuos
enfermos. Una de las estrategias para minimizar la transmision de esta enfermedad lo constituye € uso de insecticidas
quimicos los cuales a pesar de ser excelentes métodos para disminuir la poblacidn de insectos, ocasionan efectos adversos
en el ser humano y en € medio ambiente. Por esta razén es necesario explorar otras aternativas, de bgo costo y
amigables con € medio ambiente, como el uso de extractos de plantas, los cuaes son fuente potencial de insecticidas de
origen natural. En este trabgjo se determind € efecto insecticida de una planta endémica del estado de Guanajuato,
Heliopsis longipes A. Gray Blake contra e mosquito Anopheles albimanus, vector del paudismo. Los resultados
obtenidos demuestran que H. longipes A. Gray Blake tiene potencial insecticida para ser utilizada como una alternativa en
el control & insecto-vector del paludismo.

Palabras clave: Heliopsislongipes A. Gray Blake, Alcamidas, Insecticidas naturales.

SUMMARY

Mosquitoes are involved in transmission of infectious diseases like malaria which affect human health, causing economic
losses due to expensive treatments and job incapacity of patients. Strategies to minimize transmission of this disease are
the employ of chemical insecticides that are excellent methods to reduce insect populations; however it causes deleterious
effects on human health and environmental damage. Therefore is necessary to explore harmless alternatives, such as plant
extracts which are potential source of natural insecticides. In this work we evaluated insecticidal properties of Heliopsis
longipes A. Gray Blake against third instar larvae of Anopheles albimanus, malaria vector. Results showed that H.
longipes A. Gray Blake has insecticide properties to control insect involved in malaria transmission.

Key words: Heliopsislongipes A. Gray Blake, Alcamides, Natural insecticides.

INTRODUCCION

L os mosquitos constituyen un problema de salud publica debido a que acttian como vectores parala
transmision de enfermedades infecciosas como € paludismo, el denguey lafilariasis; ademés de ser
plaga causante de respuestas alérgicas como reaccion cutanea local y reacciones sistémicas como
angioedema y urticaria en los seres humanos (Sen-Sung et al., 2003). En México los mosquitos
hembra de Anopheles albimanus, A. pseudopunctipennis, A. quadrimaculatus y A. aztecus son los
principales transmisores del paludismo, afectando regiones con abundante vegetacion, terrenos
cenagosos, zonas inundadas y valles pantanosos, entre otras regiones favorables para €l desarrollo
del vector; en donde no ha sido posible erradicar la enfermedad (Velazquez-Monroy et al., 2003).
Las estrategias de las instituciones de salud publica para el control del paludismo consisten en la
aplicacion de insecticidas quimicos del tipo organofosforados y piretroides, los cuaes a pesar de
disminuir la poblacion del insecto-vector, representan un riesgo potencia para la salud del hombre
y un grave problema para € medio ambiente debido a que afectan la biodiversidad de los
ecosistemas (Anonimo, 2008). Por otro lado, € uso continuo de estos productos ha ocasionado €l
desarrollo de resistencia en los mosquitos, 1o cua dificulta el control del vector y conlleva a la
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recurrencia de la enfermedad. Por estas razones surge la necesidad de explorar otras aternativas
para controlar la poblacion de insectos, minimizando los efectos adversos en € medio ambiente
(Hay et al., 2002; Mahargj et al., 2011).

Las plantas representan una excelente aternativa para la blusgueda de insecticidas de mayor
eficacia, rentabilidad y amabilidad con el medio ambiente; debido a que constituyen una fuente
importante de compuestos bioactivos, algunos de los cuales se ha demostrado que pueden actuar
como insecticidas contra los estadios larval y adulto de los mosquitos; o bien como insectistéticos,
inhibiendo €l desarrollo normal de los insectos, minimizando asi la poblacion del vector. Dentro de
las plantas con propiedades insecticidas se ha demostrado que € piretro, extraido de las flores de
crisantemo Chrysanthemum cinerariaefolium, es eficaz para el control de insectos plaga (Casida,
1980); € éarbol de neem Azadarachta indica, utilizado paratratar una amplia gama de enfermedades
en el hombre y € ganado, posee actividad mosquitocida por lo cual se ha empleado para erradicar
insectos-vectores de diferentes enfermedades (Shaalan et al., 2005). Por otro lado, especies del
género Tagetes han mostrado ser efectivas como insecticidas contra los estadios larval y adulto de
mosquitos; asi mismo Eclipta paniculata muestra actividad larvicida; mientras que Polyalthia
longifolia ambos efectos, larvicida e inhibidor del crecimiento de los mosquitos (Mittal et al.,
2003).

En México se estima gque existen 300,000 especies vegetales siendo uno de los paises con mayor
riqueza floristica en e mundo y uno de los més arraigados a uso de las plantas medicinales para €l
tratamiento de diferentes padecimientos (Toledo, 1994). Dentro de la diversidad de plantas ddl pais,
se ha demostrado que los extractos de la higuerilla Ricinus communis, € floripondio Datura
candida, el poleo Saturegja laevigata, €l romero Rosmarinus officinales y la ruda Ruta graveolens
controlan insectos plagaa nivel de huerto familiar en cultivos de tomate, calabazay frijol (Vazquez,
2005). En lo que respecta a la diversidad vegetal del estado de Guangjuato, se encuentra Heliopsis
longipes A. Gray Blake, cuyas raices son utilizadas en la medicina tradicional como vermifugo,
saborizante de alimentos, anestésico local para el tratamiento del “dolor de muela’, tratamiento para
aftas bucales y € pie de atleta; entre muchas otras aplicaciones tradicionales en diferentes
municipios de la Sierra Gorda del Estado de Guanagjuato, donde se le conoce como Chilcuague o
hierba de la muela (Ximénez, 1615; Martinez, 1994; Molina-Torres et al., 1999). En |las raices, esta
planta acumula afinina, una molécula formada por un &cido graso de cadena difatica de 10
carbonos conteniendo tres insaturaciones, € cud estd unido a una isobutilamida (Figura 1). La
afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E decatrienamida) pertenece a grupo de alcamidas olefinicas, es €
compuesto mayoritario que representa hasta e 90% del total de los metabolitos presentes en las
raices y laresponsable de |os efectos biolégicos atribuidos a esta planta. Al igual que €l piretro, los
extractos de laraiz de H. longipes A. Gray Blake muestran el mismo grado de accién paralizante y
toxicidad contra insectos como la mosca doméstica (Crombie y Krasinki, 1962), el lepidoptero
Diaphania hyalinta y contra el diptero Aedes aegipty vector del dengue (Jacobson, 1971); por lo
gque gracias a estas propiedades, ha sido utilizada como insecticida durante la segunda guerra
mundia (Little, 1948). Por otra parte estudios realizados en especies del mismo género, se ha
demostrado que la escabrina aidlada de Heliopsis scabra Dunal es un insecticida mas potente que
las piretrinas, sin embargo debido a su toxicidad para los mamiferos, se desistio en su uso para
control de insectos (Roark, 1951).

112



Ra Ximhai Val. 8, Nimero 3, septiembre - diciembre 2012

NH

62 2E

Figura 1. Formula estructural de la afinina, N-isobutil-2E, 6Z, 8E decatrienamida. Principal componente
bioactivo del extracto etandlico de H. longipes A. Gray Blake. C14H13NO; peso molecular 221 gr / mol.

En los ultimos afos la resistencia alos insecticidas asi como |os cambios climéticos han contribuido
a resurgimiento del paludismo, aunado a ello no se dispone de una vacuna contra esta enfermedad.
Por 1o cual es necesaria la busgueda de aternativas para controlar las poblaciones de vectores
transmisores de enfermedades infecciosas. Con base en o anterior en este trabgjo se determind el
potencia insecticida de H. longipes A. Gray Blake, contra larvas de A. albimanus, principal vector
del paludismo en México.

MATERIALESY METODOS

Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron raices de H. longipes A. Gray Blake (Figura 2), en e municipio Puerto de Tablas,
Xicha en la Sierra Gorda del Estado de Guangjuato, a altitudes entre 2589 msn, en terrenos
aterados de bosgue de encinos (Quercus sp) y con pendientes pronunciadas. La autenticidad del
material fue realizada por € Dr. Jerzy Rzedowski del Instituto de Ecologia de Patzcuaro Michoacan
donde se depositaron especimenes de referencia (Garcia-Chavez et al. 2004).

Figura 2. Raicesde H. longipes A. Gray Blake.
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Obtencion de extractos

El extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake se obtuvo a partir de 1.5 Kg de
raices secas, las cuales fueron pulverizadas y maceradas con 10 L de etanol absoluto durante una
semana a temperatura ambiente, transcurrido este periodo € extracto se filtré con papd filtro
Whatman No. 2 para eiiminar particulas suspendidas. El extracto obtenido se concentré hasta
aproximadamente 1 L, utilizando un evaporador rotatorio Biichi 461 a una temperatura de 50 °C,
posteriormente €l extracto se guardé a 4 °C hasta su uso.

Andlisisdel extracto de H. longipes A. Gray Blake

Las muestras de extracto etandlico fueron analizadas en un Cromatografo de Gases (GC Hewlett-
Packard modelo 5890) equipado con una columna capilar HP-1IMS (30 m x 0.25 mm, i.d.; 0.25 im
film thickness) acoplado a un Espectrometro de Masas (Hewlett-Packard, modelo 5972 MSD). El
equipo fue programado con las siguientes condiciones de operacion: la temperatura del inyector se
mantuvo a 200 °C, mientras que la temperatura inicia del horno a 150 °C durante 3 minutos, con
incremento de 4 °C por minuto hasta lograr una temperatura final de 300 °C, la cual se mantuvo
durante 20 minutos. Se utilizé Helio como gas acarreador con un flujo constante de 1 mL / min. El
extracto se cuantificd en base a la curva de calibracion de afinina realizada previamente en €
laboratorio.

Colonia de Anopheles albimanus

La colonia dd mosquito A. albimanus fue establecida en € Insectario del Cinvestav Unidad
Irapuato, a partir de huevecillos donados por € Dr. Humberto Lanz Mendoza del Instituto Nacional
de Salud Publica de Cuernavaca, Morelos; los cuales fueron eclosionados en bandejas con agua de
lallave libre de cloro y posteriormente fueron incubados a 28 °C, 75% de humedad relativay ciclos
de 12 hluz: 12 h obscuridad.

Ensayo larvicida contra Anopheles albimanus

Para este ensayo se realizé e procedimiento recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). En recipientes de plastico conteniendo 50 ml de agua de lallave libre de cloro se colocaron
10 larvas de tercer estadio larval de A. albimanus, posteriormente se agregaron diferentes
concentraciones (0-200 ppm) del extracto etandlico, ademés se utilizaron € insecticida comercial
Abate® y etanol absoluto como controles positivo y negativo, respectivamente; realizando 3
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos mas los controles fueron incubados en las mismas
condiciones de mantenimiento de la colonia. El efecto larvicida se determiné a las 48 h,
considerdndose positivo cuando las larvas se observaban muertas o no presentaban movimiento.
Los vaores de la dosis letal media (DLsy) fueron caculados utilizando € programa Probit
(Raymond, 1985).

RESULTADOSY DISCUSION

La afinina es el compuesto mayoritario del extracto etandlico delaraiz de H. longipes A. Gray
Blake.

Para la elaboracion del extracto se realizaron dos rondas de maceracion con etanol a 96% con €
objetivo de extraer la mayor cantidad de los compuestos presentes en las raices de H. longipes A.
Gray Blake; obteniéndose aproximadamente 10 L de extracto etandlico. Una muestra del extracto se
concentré bajo presion reducida para eliminar e solvente y recuperar un aceite color amarillo, cuyo
aspecto correlaciona con la naturaleza lipidica de las a camidas. Para determinar su composicion, €
aceite se disolvié en etanol absoluto y se andizd6 mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM); con lo cua se identificaron los compuestos presentes en las
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raices de H. longipes A. Gray Blake. El andlisis del cromatograma revela un compuesto mayoritario
que eluye con un tiempo de retencion de 11.53 minutos (Figura 3); y muestra un patrén de
fragmentacion por EM mvz (masa/carga) = 221 (10), 192 (4), 141 (100), 126 (39), 98(26), 81 (94),
68 (14), 53 (12); el cua a ser comparado con la biblioteca NIST, confirma que & compuesto
mayoritario en las raices de H. longipes A. Gray Blake es la (a) afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E
decatrienamida), cuyos picos miz= 221 y 141 corresponden a i6n molecular y a ion padre,
respectivamente (Figura 4). Por otro lado e cromatograma, muestra que ademas de la afinina, el
extracto contiene compuestos minoritarios (Figura 3); cuyo patron de fragmentacion por EM
comparado con la base de datos, sugiere que corresponden a digtintas alcamidas: (b) N-(2-
metilbutil)-2E,6Z,8E decatrienamida, (¢) N-isobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida y (d) N-
isobutil-2E-monoen-8,10 diin-undecamida; y el éster (e) 2E,6Z,8E decatrienoato de bornilo (Cuadro
1), lo cual demuestra que €l extracto etandlico esta formado por una mezcla de acamidas.
Finalmente con € andlisis por CG-EM se determind la concentracion del extracto, estimada como
142.2 mg/mL en base a la alcamida mayoritaria; la afinina, considerada como parametro indicador
de laeficienciadel proceso de extraccion.
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Figura 3. Composicion del extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake. Cromatograma
obtenido mediante CG-EM del extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake. El pico més ato
corresponde a la (a) N-isobutil-2E,6Z,8E decatrienamida, € compuesto bioactivo presente en las raices de la
planta. El resto de los picos corresponden a las diferentes alcamidas presentes en el extracto, (b) N-(2-
metilbutil)-2E,6Z,8E decatrienamida, (c) N-isobutil-2Z-monoen-8,10 diin-undecamida, (d) N-isobutil-2E-
monoen-8,10 diin-undecamiday (e) 2E,6Z,8E decatrienoato de bornilo.

El extracto etandlico de las raices de H. longipes A. Gray Blake posee actividad insecticida
contra A. albimanus.

Previamente se ha demostrado el efecto de H. longipes A. Gray Blake contra insectos que causan
perjuicio a ser humano (Crombie y Krasinki, 1962; Jacobson, 1971); lo cua constituye a esta
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planta como una fuente potencial de compuestos con propiedades insecticidas. Con el objetivo de
demostrar el potencial de esta planta contra € diptero transmisor del paludismo, se determiné €
efecto larvicida contra @ tercer estadio larval de A. albimanus, evaluando distintas concentraciones
de extracto 0, 2.5, 5, 7.5 y 10 ppm. Se determind una mortalidad de 100% a partir de 5 ppm,
concentracion a la cual las larvas se observaron inméviles en el fondo del recipiente y en algunos
casos signos de necrosis. Con base en estos resultados se procedi6 a evaluar concentraciones de 0 a
4 ppm de extracto con € fin de ampliar los tratamientos e incrementar la confiabilidad y soporte
estadistico de los ensayos. Con este rango de concentracion, se obtuvieron distintos valores de
mortalidad en los tratamientos, los cuales fueron sometidos a andlisis estadistico en € programa
Probit y encontrando que la dosis letal media (DL s) del extracto son 2.85 ppm, correspondiente a
la cantidad de extracto etandlico necesaria para eliminar al 50% de las larvas de A. albimanus. Se ha
sugerido que € efecto insecticida de H. longipes A. Gray Blake esta dado por las insaturaciones en
las posiciones 2E, 6Z y 8E de la &finina, l1a alcamida mayoritaria (Figura 1). Sin embargo es
necesario realizar mas experimentos que validen laimportancia de las insaturaciones en la actividad
insecticida. Por otra parte es probable que la actividad del extracto se deba no sblo a efecto de la
afinina, sino también ala accién sinérgica de las otras al camidas identificadas en €l extracto.
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Figura 4. Patron de fragmentacion por Espectrometria de Masas de la afinina, N-isobutil-2E, 6Z, 8E
decatrienamida

Al redlizar la comparacion las DLy, del extracto de H. longipes A. Gray Blake y del control
positivo, € insecticida comercial Abate® (Cuadro 2), se encontré que se requiere més cantidad de
extracto etandlico para la obtencién del mismo resultado. Sin embargo debemos destacar que los
mosquitos dispersos en el medio ambiente, han desarrollado resistencia a los insecticidas utilizados
en las campafias de prevencion, entre ellos el Abate®, por lo que ha sido necesaria la aplicacion
constante de cantidades cada vez mayores del insecticida, o que es una grave amenaza parala salud
del hombre y para la biodiversidad de los ecosistemas. Ante este panorama la aplicacion del
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extracto como insecticida puede ser una excelente adternativa para € control de las poblaciones
resistentes de mosquitos, contribuyendo a disminuir laincidencia de enfermedades transmitidas por
vector, lo cua constituye una alternativa ecol égica dado que disminuye la aspersion de quimicos a
medio ambiente.

Cuadro 1. Alcamidas presentes en € extracto etandlico delasraicesde H. longipes A. Gray Blake.

Coinpgslo TR FMin )

{21 Masobul-1E 62 %E decatnenamida 11,58 TILALON 10204y, DAL (D00, 126030y O826), 81 (04} 6814 5412

(b A -metlbunl)- 28 6.2 8E decatmienanuda 13,62 JESLI X SEO)RL SOCLEL B 100 86 00 OB {1, 126002 1R (ER

(e) Msebunl-2 Z-monoen-2 L0 dimamdesamda 1453 JI0CL 146 0000 L4000, B30T, L1770, 10&(IT), 08 (05}, 57 (1040
() Aasabunl-LE-monsen -8, 10 dom-undecamida 14,07 JALALT), ST 35 SLA5L Ty O (100 1034410, 116 (45 131 (58)
el 1E.078F devatt ienoalode borilo 18.01 JOTE 2 L4770, P2E09 169413, 950140, 81 ¢100) 69 (7}, 3506 |

TR= Tiempo de retencion; EM= Patron de fragmentacion por espectrometria de masas.

Cuadro 2. Dosis Letal Media (DLsy) del extracto etandlico de H. longipes A. Gray Blake contra
Anopheles albimanus.

Compuesto DL_-,n ppin 95% IC
Extracto etanélico 2.85 1.98-4.09
Abate® =<1 ND

La mortalidad se determind a las 48 horas post-exposicién a los compuestos evaluados. DE=Desviacion
esténdar; IC= Intervalo de confianza 95%; ND=No determinado

CONCLUSIONES

El extracto de raices de H. longipes A. Gray Blake constituye una fuente potencia de insecticidas
para ser utilizado como aternativa para controlar las poblaciones del mosquito transmisor del
paludismo, e cua tiene la ventaja de estar constituido por una mezcla de alcamidas que pueden
gjercen un efecto sinérgico, de manera que no es necesario llevar a cabo procesos de purificacion de
las al camidas.
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EFECTO DE HONGOSMICORRICICOSARBUSCULARESY EXTRACTO ACUOSO DE
VERMICOMPOST SOBRE CALIDAD DE FRESA

EFFECT OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AND VERMICOMPOST LIQUID
EXTRACT ON QUALITY OF STRABERRY

Fabian Heriberto Rivera-Chavez'; Gilberto Vazquez-Gélvez"; Luz Elena Castillgo-Alvarez*, M.
Vaentina Angoa-Pér ez*, Guadal upe Oyoque-Salcedo’; Hortencia Gabriela M ena-Violante*
ICIIDIR-IPN, Departamento de Investigacion. Justo sierra # 28 Colonia Centro, Jiquilpan Michoacan.

RESUMEN

La aplicacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost constituye una aternativa a uso de
agroquimicos para garantizar € rendimiento y calidad de los cultivos, disminuyendo € costo y el deterioro del medio
ambiente. En el presente trabajo se evalud e efecto de HMA 'y extracto acuoso de vermicompost (VL) sobre la calidad de
frutos de fresa. Los tratamientos fueron: 1) control absoluto con agua (CTL); 2) fertilizado (F); 3) inoculado con HMA
(M); 4) con vermicompost liquido (VL); 5) inoculado con HMA vy fertilizado (M+F); 6) fertilizado y con vermicompost
liquido (VL+F); 7) inoculado con HMA, y con vermicompost liquido; 8) inoculado con HMA, fertilizado y con
vermicompost liquido (M+F+VL). Los parametros evaluados fueron: color, peso, diametro polar, diametro ecuatorial,
firmeza, °Brix, andlisis proximal, contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas. Los tratamientos VL y M promovieron
un peso de fruto significativamente mayor al de los frutos del tratamiento fertilizado (39%). En general los tratamientos
con HMA incrementaron el % de ceniza, excepto cuando estos se combinaron con fertilizante. El tratamiento M promovio
un aumento significativo del % de ceniza en los frutos de fresa en comparacion con € tratamiento F (3.7% mayor). Los
tratamientos con HMA y VL (solos o combinados) incrementaron €l % de grasa de los frutos respecto al tratamiento F.
No se encontraron efectos significativos de los tratamientos sobre el % de fibra cruda. Los frutos de plantas tratadas con
VL+F fueron significativamente mas firmes (20%) que los frutos del tratamiento F. Se observd que los frutos del
tratamiento M+F presentaron los mayores valores de °Brix (14% mas atos que en frutos dd tratamiento F).
Interesantemente, |os frutos obtenidos de las plantas tratadas con VL y M+F presentaron un contenido de fenoles totales
significativamente superior a de los frutos del tratamiento F (29 y 17%, respectivamente). En general, los tratamientos
con HMA y VL promovieron la acumulacion de flavonoides. Los frutos del tratamiento M presentaron un contenido
significativamente mayor de estos pigmentos (1.8 veces) que los frutos del tratamiento F. EI mayor contenido de
antocianinas lo presentaron los frutos del tratamiento M+VL siendo 38% mayor que e contenido de estos pigmentos en
frutos del tratamiento F. Los resultados demostraron que la aplicacién de HMA y VL influencia significativamente
atributos sensoriales y nutracéuticos de los frutos de fresa.

Palabras clave: Fragaria ananassa, humus, andlisis proximales, fenoles, flavonoides, antocianinas.

SUMMARY

The application of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and vermicompost is one of the alternatives to agrochemical
protducts, to reach crops yield and quality, reducing costs and environmental damage. In the present study, the effect of
applying AMF and vermicompost aquose extract (LV) on strawberry fruit quality, was evaluated. The treatments were: 1)
control with water (CTL); 2) fertilized (F); 3) inoculated with AMF (M); 4) with vermicompost aguose extract (LV); 5)
inoculated with AMF and fertilized (M+F); 6) fertilized and with vermicompost aquose extract (LV+F); 7) inoculated
with AMF, and treated with vermicompost aquose extract (M+LV); 8) inoculated with AMF, fertilized and treated with
vermicompost aquose extract (M+F+LV). The evaluated parameters were: color, weight, polar and eguatorial diameter,
firmness, °Brix, proximal analysis, phenols, flavonoids and anthocyanins contents. LV and M treatments promoted a
significant increase of fruit weight (39%) compared to the fertilized treatment. In general, treatments with AMF increased
ash except when combined with fertilization. The M treatment caused a significant increase of ash (3.7%) respect to the F
treatment. The treatments containing AMF and LV (alone or combined with others) increased fat content in fruits, in
comparison with the F treatment. There were no significant effects treatments on fiber content. Fruits from plants treated
with LV+F were significantly firmer (20%) than fruits in the F treatment. Fruits in the M+F treatment showed the higher
values of °Brix (14% higher than fruits in the F treatment). Interestingly, fruits from the treatments LV and M+F had
significantly superior contents of total phenols than fruits from the F treatment (29 and 17% respectively). In general, the
treatments containing AMF and LV promoted flavonoides accumulations in fruits. Fruits of the M treatment showed a
significantly greater content of this pigments (1.8 times) than fruits of the F treatment. Fruits of the M+VL treatment
showed the highest anthocyanins content, being 38% greater than that found in fruits of the F treatment. Results showed
that the application of AMF and LV influenced sensorial and nutraceutical fruit quality attributes in strawberry.

Key words: Fragaria ananassa, humus, proximal analysis, phenols, flavonoids, anthocyanines.
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Efecto de hongos micorricicos arbusculares y extracto
acuoso de vermicompost sobre calidad de fresa

INTRODUCCION

La produccion agricola actual, requiere de estrategias para reducir los insumos asegurando e
rendimiento y la calidad de los cultivos a un costo relativamente bajo, sin deterioro del medio
ambiente. En este sentido, una dternativa a uso de agroquimicos, es la aplicacion de
biofertilizantes y/o bioestimuladores, entre los que se encuentran los hongos micorricicos
arbusculares (HMA) (Vessey, 2003) y e vermicompost (Tsavkelova et al., 2006), los cuales
estimulan el crecimiento de las plantas y favorecen su sano desarrollo.

Los HMA habitan en larizosfera e interactlian con las raices de las plantas formando una smbiosis
mutualista, que permite a la planta la absorcion mas eficiente de nutrimentos (Hernandez vy
Chailloux, 2001; Vessey, 2003) y de agua (Augé, 2004), asi como una mayor tolerancia a ataque
de patdgenos (Algo-Iturvide et al. 2008); mientras que los hongos son provistos de fuentes de
carbono (Smith y Read, 1997). Se ha documentado el efecto positivo de los HMA sobre los
rendimientos de diversos cultivos (Duffy y Cassells, 2000; Kaya et al., 2003). En cuanto a efecto
de los HMA sobre los frutos existe poca informacion. Se ha reportado que estos influencian €l
tamafio de los productos agricolas (Kaya et al., 2003; Mena-Violante et al., 2006), ademas de su
calidad interna. Bagyargj y Sreeramulu (1982) reportaron el incremento en el contenido de vitamina
C de chiles producidos con HMA. Adicionalmente, Mena-Violante et al., (2006) encontraron que €
contenido de carotenoides se incrementé en frutos de Capsicum annuum por efecto de la
inoculacién con consorcios de HMA. En este sentido, Olalde-Portugal y Mena-Violante, (2008)
propusieron a los HMA entre otros microorganismos rizosféricos, como factores bidticos pre-
cosecha que promueven cambios en los atributos de caidad (externa e interna) de frutas y
hortalizas. Otro factor pre-cosecha que podria influenciar |a calidad de frutos de cultivos de interés
comercia, es la aplicacion de vermicompost, € cual es rico en poblaciones microbianas,
particularmente de hongos, bacterias y actinomicetos. El vermicompost contiene también sustancias
himicas (SH) gue interactlian con componentes organicos del suelo y de las raices de plantas en la
matriz del suelo, donde pueden influenciar no sblo la fertilidad y conservacion del mismo, sino
también la fisiologia de las plantas. Se ha reportado que las SH mejoran el crecimiento de las
plantas en términos de longitud y biomasa de raiz, ademas de mejorar |a adquisicion de nutrimentos
e incrementar la concentracién de clorofila en hojas (Nardi et al., 2002). Se ha reportado que la
aplicacion de vermicompost puede incrementar el rendimiento y nimero de frutos de diversos
cultivos (e.g. chile, fresa) (Arancon et al., 2004a, Arancon et al., 2006). Ademés, la aplicacion de
extractos acuosos de vermicompost forliarmente o en el suelo, ha mostrado efectos positivos sobre
la salud de las plantas, € rendimiento y la calidad nutricional, mejorando las comunidades
microbianas benéficas, mejorando €l estatus nutriciona de las plantas e induciendo sus mecanismos
de defensa (Scheuerell et al., 2002; Carpenter, 2005; Pant et al., 2009). Cabe sefidar que muchos de
los beneficios que € vermicompost provee a los cultivos se han atribuido principalmente a su
actividad de “fitohormonas’ (Zandonadi et al., 2007; Arancon et al., 2004b).

La aplicacion futura de desarrollos tecnol 6gicos basados en los HMA y vermicompost, requiere
conocer su efecto sobre los productos finales. Ademés los distintos actores de las cadenas
productivas asi como los consumidores, han adquirido conciencia de los efectos secundarios
derivados del uso de agroquimicos, aunada a creciente interés por e valor nutricional y €l
contenido de componentes bioactivos de los productos agricolas, tal como la fresa que es unos de
los cultivos de mayor importancia en nuestro pais, cuyos principaes atributos de calidad son €l
sabor, € color y firmeza, asi como el contenido de vitaminaCy diversos compuestos nutracéuticos
gue incluyen fenoles, flavonoides y antocianinas (Meyers et al., 2003), los cuales han demostrado
un alto poder antioxidante (Sun et al., 2002; Gu et al., 2004; Scalzo et a., 2005) y se han asociado a
multiples beneficios en la salud (Hannum, 2004, Freese et al., 2006). Considerando los beneficios
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gue podrian alcanzarse con la aplicacion de HMA y vermicompost en el cultivo de la fresa, €
objetivo de este trabgjo fue evaluar € efecto de HMA y de extracto acuoso de vermicompost sobre
la calidad de frutos de fresa (Fragaria ananassa) variedad Albion producidos en invernadero.

MARERIALESY METODOS

Material biologico

Se utilizaron plantas de fresa (Fragaria X ananassa) variedad Albion de calidad certificada de la
comparfiia Lassen Canyon Nursery Inc de California, EUA. El inéculo de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) consistio en un consorcio perteneciente a cepario del Laboratorio de
Bioquimica Ecol6gicadel CINVESTAV Unidad Irapuato.

Produccion de ver micompost

El vermicompost liquido se elabord de acuerdo a la metodologia indicada por Vézquez-Gavez et
al., (2009), para esto se utilizd estiércol vacuno y lombrices de Eisenia foetida Sav para la
obtencién de vermicompost solido, € cua se colocé en un recipiente de 200 | (una parte de
vermicompost sdlido y tres de agua). La mezcla se agit6 durante 48 h 'y se dgj 6 reposar, se separd la
parte liquida y se diluy6 con agua (30 | del extracto en 200 L de agua). El vermicompost liquido
tenia pH 8.68 (1.5 agua), conductividad eléctrica 2.37 mmhos/cm, capacidad de intercambio
cationico 6.73 meq/100g de muestra, relacion Carbono/Nitrégeno 7.59, 3.53% de materia organica
0.97% de &cidos humicos, 0.18% de &cidos fulvicos.

Experimento

El estudio fue realizado en el invernadero del CIIDIR-IPN unidad Michoacan, en la ciudad de
Jiquilpan de Juérez, Michoacan. El sitio del experimento se ubica en los 19° 59" 57.30” de Latitud
Nortey los 102° 42" 23.56" de Longitud Oeste, auna atitud de 1545 m.s.n.m.

Las plantas fueron trasplantadas en macetas de 5 kg que contenian suelo de la localidad con las
siguientes caracteristicas: vertisol, pH (en agua) 6.72, conductividad eléctrica 95us, Fosforo (Olsen
y Sommers, 1982) 15.8%, Nitrégeno 0.1%, materia organica 2.7%, arena 24.8%, Limo 21.0%,
arcilla 54.2%. Las plantas se colocaron en suelo completamente himedo, a una distancia entre si de
20 cm alo largo de la hilera, obteniéndose una densidad de 10 plantas por m?.

Se utilizd un disefio experimental completamente a azar con 3 repeticiones por tratamiento. La
unidad experimental consté de 8 macetas. Los tratamientos aplicados fueron: Los tratamientos
aplicados fueron: 1) control absoluto con agua (CTL); 2) fertilizado (F); 3) inoculado con HMA
(M); 4) con vermicompost liquido (VL); 5) inoculado con HMA y fertilizado (M+F); 6) fertilizado
y con vermicompost liquido (VL+F); 7) inoculado con HMA, y con vermicompost liquido; 8)
inoculado con HMA, fertilizado y con vermicompost liquido (M+F+VL).

Se instal6 un sistema de riego por goteo, con depositos de 200 L para la aplicacion de agua,
fertilizante liquido de Steiner y vermicompost liquido, que se distribuyeron alas plantas impul sados
por una bomba centrifuga de 0.25 hp, a través de cinta regante colocada sobre las hileras de plantas
y con goteros distanciados cada 20 cm. El indculo de HMA contenia 10 esporas/g y se aplicéd (10 g)
al momento del trasplante. Las plantas se mantuvieron en invernadero hasta fructificacion. Los
frutos se cosecharon en estado 6 de madurez segiin NM X -FF-062-SCFI-2002.

Analisis proximales
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Se redlizaron medidas de los indicadores de produccién: diametro ecuatorial, polar, peso y se
clasificaron los frutos de acuerdo a la norma NM X-FF-062-SCFI-2002. Ademés, se determinaron
los© Brix de los frutos segiin metodol ogia indicada en la norma NM X-F-103-1982.

Para la determinacion del color del fruto de fresa se midié e coeficiente de luminosidad L, los
pardmetros ay b, y la cromaticidad (C) utilizando un espectrofotémetro Minolta CR- 300, paralo
cual, se registraron lecturas de tres puntos seleccionados a azar de la zona ecuatorial dd fruto
recién cosechado, arrojando un promedio fina de las 3 lecturas. Otro de los indicadores que se
midié fue la firmeza de los frutos enteros mediante una prueba de penetracion. Se evalud la fuerza
méxima requerida para penetrar el fruto a una distancia especificada de 10 mm en la zona ecuatorial
utilizando una sonda cilindrica de 3 mm de diametro (velocidad=5 mm s-1) acoplada a un equipo
Texture Analyzer TA-XT2 (Stable Micro Systems).

Extraccion y cuantificacion de fenoles, flavonoidesy antocianinas

Para la extraccion de fenoles se peso 1 g de fruto de fresa congelado y almacenado a -20°C, se
homogenizd con 20 ml de metanol acuoso (80:20, v/v) por 5 min. EI homogeneizado se agitd a 200
rpmy temperatura de 25°C por 24 h en oscuridad. En seguida la muestra se filtr6 a vacio con papel
Whatman No. 40. El filtrado se llevé a sequedad en un rotavapor Buchi RIl y se resuspendi6 en
metanol (1 ml). Los extractos fueron amacenados a -20°C para su posterior utilizacion. La
extraccioén se realizé por triplicado.

Para la determinacion de fenoles totales se recurrié la metodologia desarrollada por Singleton y
Rossi, (1965) usando € reactivo de Folin-Ciocalteau. Para 1o cual se mezclaron 50 I de cada
extracto con 200 pl de agua destilada, adicionando 250ul de reactivo de Folin- Ciocalteau (50%
v/Vv), se agitaron vigorosamente por 3 min. Después se agregaron 500ul de solucion de Na,CO; en
agua (7.5% P/V) y se mezclaron vigorosamente. En seguida se incubaron a una temperatura de
45°C por 15 min para posteriormente medir su absorbancid a 765nm en un espectofotometro UV-
Visible (CARY 3E), utilizando como blanco el metanol acuoso (80:20 v/v). Para la cuantificacion
de fenoles totales se utilizo 4cido gélico como estandar (0-30 pg ml™). El contenido de fenoles
totales se expresd como equivalentes de acido gédlico (mg por 100 g de peso fresco). La
cuantificacién de fenoles se realizé por triplicado

Para la extraccion de flavonoides totales se peso 1 g de fruto de fresa congelado y almacenado a -
20°C, se homogenizd con 10 ml de etanol a 80%. Posteriormente se sonico durante 30 min a 60°C
y se centrifugd a 1,300 rpm por 10 min. El sobrenadante fue amacenado a -20°C. La extraccion se
realizo por triplicado. Para la cuantificacion se utilizd quercitina como estandar. A 100 Yl de
extracto se les afiadieron 200 pl de solucion de acetato de potasio 1M y 200 ul de nitrato de
aluminio a 10%. Se aforaron a1 ml con etanol al 80%. Se dejaron reposar por 40 miny se midié la
absorbancia contra un blanco de etanol a 80% 415 nm en € espectrofotémetro UV-visible. Cada
muestra se determind por triplicado. Los resultados fueron expresados en mg de quercitinaen 100 g
de peso fresco.

Para la extraccion de antocianinas se pesaron 0.5 g de fruto de fresa congelado y almacenado a -
20°C, se homogeniz6 en 5 ml de metanol acidificado (metanol, HCI 1N) 85:15 V/V con agitacion
vigorosa. En seguida la muestra se dej6 en agitacion a 200 rpm a 25°C por 16 h. Posteriormente se
filtrd a vacio con papel filtro Whatman No. 40 y afor6 a 25 ml con metanol acidificado. Para la
cuantificaciéon de antocianina se tomo un alicuota de 3 ml y se leyd su absorbancia a 535nm en €
espectro fotometro UV-visible. El total de antocianinas se calcul6 con laformula siguiente:

C=(A/$)(V/1000)* Mw* (1/peso de la muestra)* 103
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Donde:

A= Absorbancialeida

é= Absorbancia molar de la cianidina-3-glucésido, 25. 965 cm-1 M-1

V= Volumen total del extracto de antocianinas

Mw= peso molecular de la cianidina-3-glucdsido, 449 gr/mol

Se reporta en mg de cianidina-3-glucdsido por gramo de muestra (Abdel-Aa y Hulc, 1999).

Andliss estadistico

Los datos se procesaron con el paguete estadistico SAS (Statistical Analysis System) version 9, con
una prueba paramétrica de andlisis de varianza (ANOVA) y disefio experimental completamente al
azar. La separacion de medias se reaizd con la prueba de la diferencias minima significativas
(DMS), con un vaor de significancia de P= 0.05

RESULTADOSY DISCUSION

Los mltiples beneficios que los HMA aportan a las plantas, tales como la mejor adquisicion de
nutrimentos y de agua (Smith y Read, 1997; Augé, 2004) y el control de patégenos (Zehnder et al.,
2001; Whipps, 2004), se ha reportado e incremento en el rendimiento de diversos cultivos tales
como chile (Bagyaraj y Sreeramulu, 1982), papa (Duffy y Cassells, 2000) y sandia (Kaya et al.,
2003). Por otro lado, se hareportado € efecto positivo de la adicion dg vermicompost y extractos
de sus acidos humicos sobre el crecimiento, rendimiento y contenido de minerales de diferentes
cultivos (Azarmi et a., 2008; Arancon et al. 2003; Atiyeh et al., 2002; Atiyeh et. al., 2000a, Atiyeh
et. al., 2000c). Adicionamente, se ha documentado la efectividad del humus liquido (extracto
acuoso de vermicompost) aplicado foliarmente en las primeras etapas del crecimiento y desarrollo
de tomatey fresa (Artega et a., 2006). A pesar de que inicialmente dichos beneficios se atribuian a
efectos nutricionales (biofertilizantes), diversos estudios han demostrado que €l vermicompost
puede gercer ademas efectos bioestimulantes (Arancon et al., 2006). En cuanto al efecto de HMA y
del VL sobre la calidad de frutos propiamente dicha, existe muy poca informacién. En este caso, €l
tamafio de los frutos en términos de peso y diametro polar respondié ala aplicacion de los HMA y
del VL, y la magnitud de dicha respuesta dependié de su aplicacion de manera independiente,
conjunta o en combinacion con fertilizante (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de la utilizacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost liquido
(VL) sobre el tamafio defrutosrojos de fresa (Fragaria x ananassa) variedad Albion

Tratamiento Peso (g) Diametro Diémetr_o
polar (cm) ecuatorial (cm)

CTL 14.3+0.25c 4.06+0.63 abc 2.90+0.24 a
F 15.3+0.37 c 3.563+0.65 c 2.66+0.32 a
M 17.9+0.28 b 4.12+0.71 abc 3.18+0.22 a
VL 21.3+0.28 a 4.63+0.12 a 3.33+0.21 a
M+F 15.6+0.23 c 3.63+0.47 ¢ 2.70+0.26 a
VL+F 17.0+0.18 bc 4.03+0.22 abc 2.90+0.40 a
M+VL 18.2+0.33¢c 4.37+0.37 ab 3.14+0.16 a
M+VL+F 15.7+0.25c 4.04+0.07 abc 2.96+0.04 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin MDS P<0.05

Los frutos de | as plantas de fresa del tratamiento VL presentaron un peso significativamente mayor
alos frutos de aguellas plantas en las que se aplicaron € resto de los tratamientos. Por su parte €
tratamiento M, promovio un incremento significativo del peso de fruto respecto al control absoluto
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con agua (CTL) y a control fertilizado (F) (25 y 17% respectivamente). En genera, los
tratamientos aplicados favorecieron un didmetro polar mayor en los frutos de fresa en comparacion
con € tratamiento F, excepto € tratamiento M+F cuyos frutos igualaron € didmetro polar de los
frutos del tratamiento F. El diametro ecuatorial no mostré diferencias significativas por efecto de
los tratamientos.

Los resultados mostraron que e VL promovié la produccion de frutos de mayor peso y diametro
polar. En este sentido, se ha documentado que e vermicompost solido de desechos de papd,
aplicado en € cultivo de fresa (Fragaria ananassa) var ‘Chandler’ ademas de promover €l
crecimiento de las plantas, increment6 el peso de frutos para comercializacion (Arancon et al.,
2004b). El efecto positivo del VL sobre el tamafio del fruto, no parecié estar mediado por la
disponibilidad de macronutrientes, dado que todas las plantas fueron provistas de las dosis
adecuadas de fertilizantes inorganicos, por |o que podria especularse que se debi6 a la produccion
de sustancias reguladoras contenidas en € VL o producidas por microrganismos presentesen el VL.
En € caso de los HMA, recientemente se ha reportado su influencia sobre € tamafio de productos
agricolas (peso, longitud o didmetro) (Charron et al., 2001; Kaya et al., 2003; Mena-Violante et al .,
2006), lo cual coincidié con lo observado en e presente trabgo, ya que los HMA también
favorecieron el incremento del peso de los frutos. Sin embargo, no se logré el mismo resultado a
combinarlos con VL o con fertilizante. Dicho efecto podria ser resultado de una mejor adquisicion
de nutrimentos, principamente P (Herndndez y Chailloux, 2001). En este sentido, se ha sefialado
que los HMA pueden presentar un efecto nulo sobre las plantas cuando éstas no se encuentran
sometidas a estrés (e.g. carencia de nutrimentos, sequia) (Smith y Read, 1997). En cuanto a la
composiciéon proximal de los frutos de fresa, se observd que el tratameitno VL provocd una
disminucion significativa del % de humedad en frutos, en relacion a resto de los tratamientos
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la utilizacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost liquido

(VL) sobrela composicién proximal de frutos de fresa (Fragaria x ananassa) variedad Albion.
Tratamiento Humedad (%) Cenizas (%) Grasa (%) Fibra Cruda (%)
CTL 89.13+0.44 a 7.00£0.94 a 1.62+0.52 d 5.85+0.30 a

F 89.12+0.56 a 3.33t1.58¢c 2.25+0.15c¢c 5.24+0.35 ab

M 88.92+0.11 ab 7.00+£1.80 a 2.45+0.38 ab 5.93+0.04 a

VL 87.75+0.42 cd 3.33£0.06 ¢ 2.27+0.08 bc 5.93+0.44 a

M+F 88.48+0.69 abc 3.33+0.38 ¢ 2.58+0.25 ab 5.85+0.50 a
VL+F 89.36+0.20 a 3.66+0.84 c 3.09+0.95 a 5.94+0.26 a
M+VL 89.04+0.14 a 5.66+2.09 ab 2.39+0.10 bc 5.84+0.04 a
M+VL+F 89.36+0.05 a 4.00£0.47 bc 2.23+0.89 f 5.85+0.10 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin MDS P<0.05

Respecto a contenido de ceniza, el tratamiento M promovié un aumento significativo del % de
ceniza en los frutos de fresa en comparacion con e tratamiento F (3.7% mayor). En general los
tratamientos con HMA incrementaron el % de ceniza, excepto cuando estos se combinaron con
fertilizante. En relacion a contenido de grasa, los tratamientos con HMA y VL (solos o
combinados) incrementaron €l % de grasa de los frutos respecto a tratamiento F, excepto €
tratamiento M+VL+F en e cual los frutos presentaron € mismo % de grasa que los frutos del
tratamiento F. Cabe destacar que € tratamiento VL+F produjo los frutos con mayor porcentgje de
grasa. No se presentaron diferencias significativas en el contenido de fibra cruda en frutos
obtenidos de los diferentes tratamientos. Hasta donde se sabe, este es € primer reporte de la
composicion proximal de frutos provenientes de plantas tratadas con HMA y VL. Cabe destacar que
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la aplicacion de HMA promovié la acumulacién de cenizas y grasa en los frutos de fresa, 1o cual
sugiere gue los HMA influencian €l llenado del fruto y la distribucién de fotosintatos en € mismo.
Otro atributo de calidad del fruto que puede fue influenciado por la aplicacion de HMA y
vermicompost liquido fueron los °Brix (Cuadro 3). Al respecto se ha reportado que €
vermicompost puede provocar € aumento de °Brix en tomate cuando se aplica por aspersion
foliarmente (Arteaga et al., 2006) o solido en suelo (Gutiérrez et al., 2007). Sin embargo, en
presente estudio el VL no favorecié el aumento de °Brix en frutos de fresa, lo cua podria explicarse
por la diferencia en laforma de aplicacion, asi como ladosisy € cultivo. Por su parte el tratamiento
M provocd una disminucion significativa de °Brix (14%), respecto a aquellos mostrados por los
frutos del tratamiento F. Los HMA, promovieron €l aumento de este pardmetro Unicamente en
combinacién con fertilizante.

Cuadro 3. Efecto de la utilizacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost liquido
(VL) sobrelos®Brix defrutos defresa (Fragaria x ananassa) variedad Albion.

Tratamientos °Brix

CTL 6.7+ 0.9d

F 7.8+ 0.5bc
M 6.7+ 0.8d

VL 8.0+ 0.4bc
M+F 8.2+ 0.5ab
VL+F 7.0+ 0.8d

M+VL 7.3+0.4cd
M+VL+F 7.9+ 0.3bc

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin MDS P<0.05

Uno de los aspectos més sobresalientes que se ha reportado sobre € efecto de la aplicacion de
microrganismos rizosféricos sobre la calidad de frutos, ha sido € mejoramiento de la textura
(firmeza). Mena-Violante y Olalde-Portugal (2007) mostraron que la inoculacién de las raices de
tomate con bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Bacillus subtilis) increment6
significativamente la firmeza de los frutos. Charron et al., (2001) reportaron diferencias en este
atributo fisico en bulbos de cebolla (Allium cepa) debidas alainoculacién con HMA. Cabe destacar
gue en ambos estudios se sugirié la influencia de los microorganismos sobre e proceso de
maduracion de los frutos. Los frutos obtenidos de las plantas tratadas con VL+F fueron
significativamente mas firmes (20%) que los frutos del tratamiento F (Cuadro 4). Mientras que €
tratamiento M+VL disminuyd significativamente la firmeza de los frutos en comparacién con €
tratamiento F (27%). No se considera que dichas diferencias entre tratamientos se deban a un estado
de madurez distinto de los frutos, ya que todos fueron cosechados en € mismo estadio, 1o cua se
confirmé mediante la mediciéon y andlisis de los parametros de color L*, a*, b* y C* (datos no
mostrados).

Cuadro 4. Efecto de la utilizacidon de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost liquido
(VL) sobrelafirmeza defrutosde fresa (Fragaria x ananassa) variedad Albion.

Tratamiento Firmeza (N)
CTL 1.64 + 0.48g

F 2.21 + 0.75cde
M 2.27 + 0.45bcde
VL 2.53 + 0.71abc
M+F 2.48 + 0.72abcd
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VL+F 2.67 = 0.63ab
M+VL 1.60 + 0.48g
M+VL+F 2.45 + 0.72abcd

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin MDS P<0.05

Los resultados de este trabajo mostraron la tendencia de los HMA a mejorar la firmeza, sin
embargo, el efecto no fue contundente, esto podria deberse a que la fisiologia de maduracion de
estos productos agricolas es distinta, siendo la fresa a diferencia del tomate un fruto no climatérico
(Given et al., 1988). La misma tendencia se presenté con € VL al favorecer lafirmeza de |os fruto,
sin embargo a ser combinado con fertilizante mostré un mayor impacto sobre dicho atributo. El
impacto de los HMA y del VL sobre la firmeza de frutos de fresa probablemente sea consecuencia
de la disminucién de la actividad de ciertas enzimas que provocan cambios en |os componentes
pécticos de la pared celular (Woodward, 1972; Redgwell et al., 1997; Medina et al., 1997), o
enzimas que degradan la matriz de celulosa (Knee et al., 1977). En este sentido, se ha reportado €
incremento de la actividad de endoglucanasa durante la maduracién de frutos de fresa (Abeles y
Takeda, 1990; Harpster et al., 1998; Llop et al., 1999; Trainotti et al., 1999). Los efectos de los
bioestimuladores utilizados sobre la firmeza de los frutos, podria entonces relacionarse con la
maduracion (Mena-Violante y Olade-Portugal, 2007), esto como resultado de la influencia gjercida
sobre la regulacién de dicho proceso por moléculas inductoras (fitohormonas) presentesen € VL o
producidas por los HMA u otros microorganismos. Sin embargo, es poco probable que sea la causa
unica de los efectos positivos encontrados sobre la textura de los frutos, éstos podrian relacionarse
con factores tejido-especifico o relacionados con estructura que afectan la textura ddl fruto, los
cuales incluyen la composicion quimica de la pared celular, organizacién espacial e interaccion de
los constituyentes macromoleculares en la formacién de esta estructura (Perkins, 1995); actividad
de enzimas relacionadas con el ablandamiento (Abeles y Takeda, 1990; Medina et al., 1997); la
formay el tamafio dela célula; y la cantidad y distribucion de los espacios celulares, entre otros. ES
destacable € hecho de que e manegjo precosecha mediante la aplicacién de microorganismos y
bioestimuladores pueda influenciar la firmeza de los frutos, ya que se esperaria que los frutos
provenientes de plantas biofertilizadas y/o bioestimuldas tuvieran una vida de anaquel méas
prolongada, sin embargo es necesario realizar investigaci ones posteriores para determinarlo.

El contenido de compuestos bioactivos o nutracéuticos de los frutos de fresa se preenta en el Cuadro
5. Los resultados mostraron gque la concentracién de fenoles totales en los frutos de fresa, coincidio
con €l reportado por otros autores (230-530 mg equivalentes de acido galico/100 g de peso fresco)
(Prior et al., 1998; De Ancos €t al., 20003, b; Proteggente et al., 2002; Faria et al., 2005; Rababach
et al,. 2005), y fue superior a reportado por Heinonen et al., (1998) y Scalzo et al., (2005) para
Fragaria ananassa (295 mg Yy 212.8 mg equivalentes de &cido gdlico/100 g de peso fresco,
respectivamente). De igual manera, el contenido de flavonoides resulté mayor a reportado por
Meyers et al., (2003) y Cheel et al., (2007), quienes reportaron contenidos de 78.0 mg equival entes
de catequina/100 g de peso fresco y 123.2 mg equivalentes de quercitina/100 g de peso fresco, en
Fragaria x ananassa. Las diferencias encontradas entre |os contenidos de los compuestos fendlicos
obtenidos en €l presente estudio y lo reportado en la literatura citada, podrian atribuirse a un efecto
de la variedad (Scalzo et al., 2005), asi como a otros factores tales como las condiciones
ambientales y e manejo del cultivo. Por su parte el contenido de antocianinas de |os frutos de fresa
coincidio con lo reportado por Clifford, (2000), quien document6 que el contenido de antocianinas
totales en diferentes variedades de fresa puede fluctuar en un rango de 15.0 a 35.0 mg equivalentes
de cianidina- 3-glucdsido/100g, mientrs que Meyers, (2003) reporté concentraciones que oscilaron
entre 22.0 y 48.0 mg equivalentes de cianidina-3-glucosido/100g de peso fresco. Dichos contenidos
de antocianinas fueron similares a los reportados por Castro et al., (2002) en Fragaria ananassa
variedad Camarosa (48.0 mg equival entes de cianidina-3-glucdosido/100g de peso fresco).
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L os resultados mostraron claramente gque tanto los HMA como el VL promueven la acumulacién de
compuestos fendlicos en los frutos fresa. Los frutos obtenidos de | as plantas tratadas con VL y M+F
presentaron un contenido de fenoles totales significativamente superior a de los frutos del
tratamiento F (29 y 17% respectivamente), mientras que los frutos del resto de los tratamientos
acanzaron un contenido de fenoles totales smilar a de los frutos del tratamiento F (Cuadro 5). En
el caso particular del VL, se observé que causa un incremento significativo de la concentracion de
fenoles totales, mientras que los HMA favorecen la acumulacion de flavonoides y antocianinas,
como lo reportaron Castellanos et al., (2010).

Cuadro 5. Efecto de la utilizacidon de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y vermicompost liquido
(VL) sobre el contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas totales de frutos de fresa (Fragaria x
ananassa) variedad Albion.

Flavonoides Antocianinas
Tratamiento Fenoles(mg/100g) | (mg/100g) (mg/1000)
CTL 359.3+ 34.7c 253.5+ 28.1bc 19.9+ 1.6e
F 455.0 + 20.4b 226.5+ 31.3c 27.1 + 3.2bcd
M 398.1 + 42.9bc 413.2 + 36.0a 31.5+ 5.3abc
VL 589.3+ 94.4a 290.4 + 48.4b 32.2+5.5ab
M+F 535.9 + 59.9a 324.0+ 25.8b 32.7+ 4.2ab
VL+F 396.3+ 103.1 bc 324.8+ 35.1b 254+ 2.7d
M+VL 449.6 £ 21.2b 285.9 +28.4b 375+ 3.9a
M+VL+F 452.0+ 34.1b 256.5 + 32.7bc 27.4 + 4.4bcd

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, segin MDS P<0.05

Este hecho cobra importancia debido a las diversas actividades biologicas (e.g. antioxidante,
antiinflamatoria) (Gu et al., 2004; Pernia et al., 2004) que estos compuestos presentan y que se
asocian con multiples beneficios alasalud (Cheel et al., 2007; Woodman y Chan, 2004).

CONCLUSIONES

Se podria concluir que tanto los HMA, como |os microrganismos o las sustancias himicas presentes
en € extracto acuoso del vermicompost, influencian la calidad de los frutos de fresa. Estos
hallazgos indican la importancia de estudiar los efectos “globaes’ de la utilizacién de
biofertilizantes y bioestimuladores ya que no solamente impactan € desarrollo de la planta sino
también la calidad de los frutos, lo cual debe ser considerado como un criterio de seleccion de
microrgani smos o sustancias con funcion de biofertilizacién y/o bioestimulacion.
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RESUMEN

L as técnicas de marcadores moleculares en €l estudio de basidiomicetos silvestres, son cada vez més aplicadas a proyectos
de ecologia, con especia enfoque en andisis de la diversidad genética. Con frecuencia se requieren métodos
especidizados parala extraccion del DNA de organismos de ambientes naturales, debido alos complejos compuestos que
los constituyen (polimeros de carbohidratos) y los contaminantes del ambiente (particulas de suelo). Los materiaes
bioldgicos utilizados fueron basidiocarpos colectados en € bosque de Santa Rosa, Gto., y micelio aislado de estos
basidiocarpos. En este trabgjo se utilizé6 un méodo de extraccion de DNA que permitié la amplificacion por PCR,
digestién con enzimas de restriccion y la hibridacion Southern por método no radiactivo. Los resultados que se
obtuvieron: La amplificacion de la region I1TS1 de la unidad ribosomal de las diferentes especies de basidiomicetos. Se
logro observar la diversidad genética entre las diferentes especies de basidiomicetos y los micelios. Ademas los resultados
también sugieren diferencias en metilacion del DNA entre el micelio vegetativo y € micelio del basidiocarpo. Por dltimo
cabe mencionar que no se encontraron trabajos previos sobre la aplicacién de métodos de hibridacion Southern no
radiactivos para el andlisis de basidiomicetos silvestres, siendo este trabajo pionero en aplicar esta técnica.

Palabras clave: Hongos, RFLP, Southern.

SUMMARY

Molecular marker techniques in the study of wild basidiomycete, are increasingly applied to ecology projects, with special
focus on analysis of genetic diversity. Often require specialized methods for extracting the DNA of organisms of natural
environments, because of the complex compounds that are (carbohydrate polymers) and contaminants from the
environment (soil particles). Biologica materials used were basidiocarps collected in the forest of Santa Rosa,
Guanajuato. And mycelium isolated from these basidiocarps. In this work we used a DNA extraction method that allowed
the PCR amplification, restriction enzyme digestion and Southern hybridization by non-radioactive method. The results
were obtained: Amplification of the ITS1 region of ribosomal unit of the different species of Basidiomycetes. It was
possible to observe the genetic diversity among different species of basidiomycetes and the mycelia. Furthermore, the
results also suggest differences in DNA methylation between the vegetative mycelium and mycelium of basidiocarp.
Findly it is noteworthy that there were no previous work on the application of methods of non-radioactive Southern
hybridization for analysis of wild Basidiomycetes and this pioneering work in applying this technique.

Key words. Fungus, RFLP, Southern.

INTRODUCCION

Los hongos forman parte integral de los diferentes tipos de vegetacion en los bosgues templados y
tropicales, participan en procesos de reciclgie de nutrimentos y descomposicion de la materia
organica. Debido a que los hongos carecen de clorofila, su nutricién depende de otros organismos y
de acuerdo con la clase de sustancias orgénicas que aprovechen pueden ser, entre otros. saprobios,
parésitos 0 simbiontes. Por esto los hongos son muy versatiles y su habitat es muy amplio y
diversificado (Herreray Ulloa, 1998).

La identificacion del micelio vegetativo de macromicetos silvestres aislados de suelo u de otros
sustratos presenta algunas dificultades (Rogersy col., 1989) por: i) las caracteristicas morfol 6gicas
y estructurales de los micelios de hongos ectomicorricicos (EM) no varian grandemente, ii) varias
especies de simbiontes EM no pueden ser aislados en cultivo puro y iii) muy pocos hongos EM
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Utilizacién de marcadores moleculares para € estudio de hongos basidiomicetes silvestres

forman cuerpos fructiferos en cultivo puro. Los estudios por PCR han sido evaluados para la
identificacién de hongos EM. Esta es una valiosa herramienta en el estudio de evolucion molecular
y biologia poblacional.

La identificacion del micelio vegetativo los macromicetos silvestres aislados de suelo u otros
sustratos presenta algunas dificultades (Rogers et al., 1989) por: i) las caracteristicas morfol 6gicas
y estructurales de los micelios de hongos ectomicorricicos (EM) no varian grandemente, ii) varias
especies de simbiontes EM no pueden ser aislados en cultivo puro y iii) muy pocos hongos EM
forman cuerpos fructiferos en cultivo puro. Los estudios por PCR han sido evaluados para la
identificacion de hongos EM. El método permite la amplificacion de secuencias blanco de DNA.
Esta es una valiosa herramienta en el estudio de evolucion molecular y biologia poblaciond.

La generacion de huellas moleculares a partir del DNA de hongos (Rosewich y Mcdonald, 1994), y
e establecimiento de relaciones filogenéticas entre €l taxa coprinoide y otras relacionadas se han
basado en los sitios de restriccion en los productos de amplificacion delaregion ITS (Hopple et al.,
1994). Se han redlizado andlisis RFLPs utilizando la region IGS de la Unidad Ribosomal en
cultivos del hongo Basidiomycete Pleurotus cornucopiae (Iracabal y Labarére, 1994). El andlisis
RFLPs de distintas regiones de la UR se ha aplicado en estudios de sistemética molecular del
género Pleurotus (Iracabal et al., 1995). Los RFLPs se han aplicado en la identificacion de hongos
EM con € objetivo de conocer la persistencia y distribucion de los hongos EM en ecosistemas de
bosque (Armstrong et al., 1989). En la identificacién y abundancia de Tylospora fibrillosa, hongo
EM, en una zona foresta  (Erland, 1995). Por dltimo, en trabgos de diversidad genética en
poblaciones de Uncinaria necator, comparando aproximaciones basadas en RFLPs y PCR (Stumer,
2000); diversidad de hongos en suelo por RFLPs - PCR de la region ITS (Viaud, 2000) e
identificacion de especies por patrones de RFLPs de Flammulina y determinacion de patrones
biogeogréficos entre especies (Methven, 2000). Otra aplicaciéon del  RFLPs a estudio de
macromicetos es en la deteccidn de los niveles de metilacion de residuos de citosina del DNA en
Coprinus cinereaus después de la replicacion meidtica (Zolan y Pukkila 1986).

El objetivo de este trabgjo fue realizar un andlisis genético molecular comparativo en micelio
vegetativo y tejido del basidiocarpo de diferentes especies de macromicetos silvestres a partir de
especimenes colectados en la sierra de Santa Rosa, Gto., por marcadores moleculares e hibridacién
Southern no radiactivo.

MATERIALESY METODOS

Material biologico

Se utilizan entre 50 y 500 mg de peso humedo de muestra, tanto micelio vegetativo como
fragmentos de himenio del basidiocarpo, de |os hongos silvestres de la coleccién del Laboratorio de
Micologia Basica de la Universidad de Guangjuato y del Laboratorio de Bioquimica Ecolgica del
CINVESTAV- IPN U. Irapuato.

Produccién de biomasa del micelio vegetativo

Para |la obtencion de suficiente biomasa de |os micelios asilados se resiembran tomando de la orilla
de la colonia y se inocula en emplean en medio PDB. Los cultivos liquidos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 125 ml a los cuales se les agregaron 25 ml de medio liquido PDB estéril.
Con la ayuda de un sacabocados metdlico de 0.5 cm de diametro, se colocan en cada matraz 5
cilindros con inéculo de los micelios provenientes de un precultivo en PDA, todo esto en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Los matraces asi inoculados se incuban en
una camara oscura a 24°C y 180 rpm por 8 dias dependiendo de la cepa con € fin de obtener €
mayor crecimiento de todos los micelios. Después de este tiempo se procede a filtrar a vacio los
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micelios con un embudo de Buchner de porcelanay papel filtro (Whatman No. 41), el micelio se
desprende del papel con una microespatula limpiada con etanol a 70% y se coloca en unabolsita de
plastico etiquetada con el cddigo del micelio, enseguida se coloca en un termo con N, liquido para
congelarlo.  Los micelios se amacenan en un ultracongelador Revco a -70°C para preservar €
DNA integro en el momento que se requiera su extraccion.

Aislamiento de DNA

Extraccion del DNA, €l tgjido se congelo con N, liguido y se macero en un mortero. Se agregaron
500 ul de regulador de extraccion: TrisHCI pH 8.5, 100 mM, SDS a 2%, EDTA 50 mM pH 85y
NaCl 50 mM. Se agreg6 500 il de cloroformo. Se centrifugaron 10 min a 12,000 rpm. Se agregd
Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:24:1). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12
000 rpm por 10 min, y se precipito e DNA con isopropanol frio.

Digestion del DNA total RFLP

La digestion del DNA se realizd con las enzimas, Msp | y Hpa |l para carpéforo y micelio. Se
utilizaron 10 §He DNA con 1U de enzimay su regulador a un volumen final de20 [JSe incubo
todalanochea 37°C.

Obtencion de sonda de hibridacion

Southern no radioactivo

Parala hibridacion se incubo la membrana (con el DNA previamente transferido) durante una noche
con la sonda de DNA a 65°C. Para la deteccion, se sumergio la membrana en TrissHCI 0.1 M pH
7.5, NaCl 0.15 M. Se blogued la membrana en Tris — HCl pH 7.5 0.1 M, NaCl 0.15M, agente
bloqueador a 0.5%. Seincubo por 1 h y se coloco en Tri-HCI 0.1 M pH 7.5, NaCl 0.15 M,
agente blogueador al 0.5% y anticuerpo conjugado AntifluoresceinaHRP 1/1000 (v/v). Seincubo 1
h. Se mezcld con volimenes iguales del kit Enhanced Luminol Nucleic Acid Chemiluminescence
Reagent. Se colocd la membrana en un “cassette” de exposicion y sobre ella una pelicula de rayos
X.

Para la amplificacion de DNA diferentes se utilizaron los oligonucleotidos descritos por White et al.
(1990), ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3, ITS2 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3,
la mezcla para PCR fue de 15 M Idd cit4CintOde Mot S )t Rfits [ 1
50 M deMgCl,,1 M de cadauno de los oligonucleotidosy 0.5 U de enzima Taq polimerasa.
Se utilizaron 25 ng del DNA de Amanita rubescens para la sonda de hibridacién. El programa fue:
94°C 5min, 30 ciclosde 94°C 455, 52°C 1 min 30 s, 72°C 2 miny 72°C 7min.

RESULTADOSY DISCUSION

La biodiversidad es e resultado de un proceso evolutivo gue se manifiesta en los diferentes modos
de vida a lo largo de toda la escala de organizacion de los seres vivos. Asi, podemos observar y
estudiar una biodiversidad morfolégica, fisioldgica, bioquimica y genética, en los macromicetos
silvestres de la sierra de Santa Rosa, Gto. Dado el gran numero de funciones que los hongos
desempefian en las &reas naturales terrestres, particularmente en los bosques templados, el estudio
de marcadores genéticos de macromicetos silvestres puede contribuir de una manera sustancia a
conocimiento de la dinamica de un ecosistema forestal y de la respuesta de este a factores de
perturbacion ambiental, ayudando asi en proyectos de conservacion y restauracion de éreas de
importancia ecol 6gica, como lo es € bosque de Santa Rosa, en el estado de Guangj uato.

El uso de técnicas de marcaje y deteccion de fragmentos de DNA sin utilizacion de radiactividad ha
ido estableciéndose de manera cada vez més solida en los laboratorios de Biologia Molecular. Este

133



Utilizacién de marcadores moleculares para € estudio de hongos basidiomicetes silvestres

tipo de técnicas han ido progresando de tal forma gque en la actualidad algunas de €ellas poseen una
sensibilidad semejante a la deteccidn por medio de radiactividad. Asi, se han desarrollado técnicas
parala cuantificacion de productos de amplificacion obtenidos por PCR utilizando biotina (Atamas
y White, 1997) al igual que se han descrito métodos de fotoinmunodeteccion para €l marcae y
deteccion de fragmentos de DNA con sensibilidades menores a un picogramno en regiones
homologas (Marvik et al., 1997). De lamismaforma, el marcaje no radiactivo ha sido aplicado para
realizar ensayos de RT-PCR in situ, utilizado iniciadores marcados con fluoresceina (Stein et al.,
1997). Ademés de su gran sensibilidad, muchos de estos métodos son de rapido desarrollo y lagran
mayoria resultan mas econémicos que €l marcae radiactivo. Otras ventgjas adicionales de los
métodos que no emplean radiactividad para el marcajey deteccion de DNA son €l menor una mayor
facilidad de gecucion y € menor riesgo para e experimentador y los ecosistemas. En € caso
particular de los hongos Basidiomycetes la aplicacion de técnicas no radiactivas para €l estudio de
acidos nucleicos es practicamente inexistente. En uno de estos escasos estudios se han utilizado
sondas de DNA marcadas con biotina parala discriminaciéon de aislados fértiles (heterocariontes) e
infértiles (homocariontes) del hongo comestible cultivable Agaricus bisporus (Sonnenberg y
Zandt-Linders, 1992), conocido popularmente como champifidn.

Al amplificar la region ITSL se observé un solo producto de amplificaciéon € cual presenté un
tamario 290 de pb para Amanita rubescens, el producto de amplificacion de utilizé como sonda de
hibridacion. La sonda del fragmento ITS1 de A. rubescens dio una buena definicion de los patrones
de restriccion en los basidiocarpos. Se encuentran claras diferencias entre |os tamarios de las bandas
generadas para las distintas especies, indicando que la localizacion de los sitios de corte para las
enzimas probadas vari6 de una especie aotra. En la mayoria de los hongos estudiados se observan
bandas de hibridacién de carp6foros arriba de las 500 pb, indicando que no existen sitios de corte
para las enzimas estudiadas dentro de la region ITS1 de los hongos estudiados. Al comparar |os
datos de restriccion en basidiocarpos con las enzimasMsp | y Hpa Il no se observaron diferencias
en los patrones de digestion de los especimenes estudiados, particularmente cuando se utiliza la
sonda ITS1 de A. rubescens.

Trabgjos previos en € estudio de metilacion de hongos, particularmente en los casos donde se
analizan Basidiomycetes, han utilizado cromatografia de capa fina de DNA marcado con fésforo
radiactivo (Antequera y col, 1984), visuaizacion de dobles digestiones de DNA directamente en
geles de agarosa (Wilke y Wach, 1993), hibridacion tipo Southern con sondas marcadas con fésforo
radiactivo (Zolan y Pukkila, 1986; Li y Horgen, 1993) y recientemente la cromatografia de liquidos
aaltapreson (HPLC, Binzy col., 1998).

El uso de los genes de laregion UR o DNAr de mitocondriaen hongos, amplificados por PCR, nos
permite hacer estudios de comparaciones de evolucién, filogenia, estudios ecoldgicos (como
puede ser la dinamica de poblaciones), deteccidn de polimorfismos para la generaciéon de huellas
mol eculares y comparaciones en bancos de datos para fines taxondmicos.

No obstante que a la fecha existe una gran cantidad de informacion respecto a proceso de
metilacion del DNA en organismos procariotes, |os posibles papeles fisiologicos de tal fendmeno
en eucariotes en general y en los hongos en particular, aun no es del todo clara. Lainformacién a
respecto de los niveles de metilacion en hongos de la subdivision Basidiomycotina es
particularmente escasa y los resultados, en algunos casos, contradictorios. En este trabgjo se
estudio la posibilidad de encontrar 5mC dentro de laregién ITS1 de macromicetos silvestres debido
a que hasta ahora es la Unica base significativamente metilada encontrada en hongos (Wilke y
Wach, 1993) y para esto se escogieron las enzimas isosquisomeras Msp | y Hpall que tienen como
blanco la secuencia CCGG diferenciando entre 5mC interna o externa (Doerfler, 1983).
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En estudios iniciales de DNA total Antequera et al., (1984) concluyen que los niveles de 5 metil
citosina son bgjos o inexistentes en Schizophyllum commune, a igual que en la mayoria de
Deuteromycetes y Asomycetes estudiados, sin embargo, encuentran que dichos niveles son mas
significativos en el zigomycete Phycomyces blakesleeanus. En contraste, recientemente Binz y col.
(1998) concluyen que Agaricus bisporus y Armillaria bulbosa se encuentran entre los hongos con
mayores niveles de 5 metil citosinaen DNA total, por encima de los Ascomycetes. Aungue Wilkey
Wach (1993) no realizan determinaciones sobre los niveles de metilacién de DNA total de A.
bispourus, estos mencionan que existen ciertos niveles de 5 metil citosina. Por otra parte, cuando se
estudian zonas definidas del DNA de Basidiomycetes, 10s resultados muestran diversos niveles de
metilacién. En Coprinus cinereus se han encontrado nivel es significativos de metilacidn en regiones
relacionadas con e centrémero de los cromosomas (Zolan y Pukkila, 1986). En el caso concreto de
regiones de DNA relacionadas con la Unidad Ribosomal, se ha encontrado que Schizophyllum
commune tiene niveles significativos de metilacion y que e patrén varia entre distintas cepas
(Specht et al., 1982), mientras que no hay evidencia de metilacién de citosina en los genes de
rRNA mitocondrial de A. bisporus (Jin y Horgen, 1992). En €l caso del hongo ascomycete
Neurospora crassa se ha encontrado que la 5 metil citosina esta presente principalmente dentro de
las regiones interespaciadoras que no se transcriben (Perkins et al., 1986), en contraste a lo
observado en P. blakesleeanus, en el cual no hay niveles significativos de metilacién dentro de la
UR. El resultado obtenido para los tejidos de los basidiocarpos estudiados en el presente trabajo
muestran que no existen diferencias en e patrén de bandeo cuando se comparan los
autorradiogramas de las digestiones de DNA con Mspl y Hpall, particularmente a utilizar la sonda
ITS1 de A. rubescens. Solo en el caso de las muestras 1399 y POGL1 parecen modificarse e tamafio
de las bandas obtenidas. La mayoria de las regiones ITS1 caracterizadas a la fecha en hongos no
excede los 450 pb, presentando un tamafio promedio de 250 pb. Por lo anterior, y debido al tamafio
aproximado de las bandas obtenidas en |os ensayos de hibridacién Southern, es posible suponer que
la region ITSL del micelio de los basidiocarpos de los basidiomycetes silvestres aqui estudiados
presenta niveles de 5 metil citosina muy bajos o inexistentes. Al analizar de manera combinada
tamafio de las bandas obtenidas en micelio vegetativo y basidiocarpo para aquellas muestras con las
cuales se pudo trabagjar con los dos tipos miceliares los resultados son interesantes. El patrén de
bandeo del micdio vegetativo de las muestras POG1 con la sonda ITSL de I. geophylla da una
banda de aproximadamente 4.2 kb y otra de 800 pb que también aparece con las otras dos sondas
ITS1 utilizadas. Dichas bandas no se encuentran presentes cuando se analiza e basidiocarpo,
particularmente en los resultados encontrados con la sonda de ITS1 de A. rubescens. De la misma
forma, los patrones de bandeo de los micelios vegetativos de las muestras 1899, LAC y J, difieren
de los patrones encontrados para sus respectivos basidiocarpos. Lo anterior indica que los patrones
de metilacion entre los tipos miceliares analizados difieren para una misma especie. Hasta donde se
sabe, este es € primer trabgjo en € que se estudian los patrones de metilacion de basidiocarpos de
macromicetos silvestres y se comparan los datos con los patrones de metilacion del micelio
vegetativo.

A lafecha no se conoce s la presion de las condiciones ambiental es tiene alguna influencia sobre
los niveles de metilacion, aunque se ha reportado |a pérdida de sitios de metilacion después de
prolongados subcultivos y amacenamiento a 4°C del micelio vegetativo de hongos utilizados como
modelo de estudio (Zolan y Pukkila, 1986). En otro trabgjo se menciona que, en general, no hay
relacion entre la degeneracion de cepas y € aumento o disminucion de la metilacion, que podria
encontrarse en el hongo comercial A. bisporus, pero que la metilacion del DNA ha sido reportada
COmo un proceso de mutagenésis que pudieran ser por una metilacion de novo y transmitirse por
meiosis (Zolany Pukkila, 1986; Binz et al., 1998).

Aunque en este estudio no se estim6 el nimero de copias detectadas en cada una de las muestras
analizadas, es posible que la intensidad de las bandas encontradas tenga relacion con € nimero de
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copias existentes en cada una de las muestras de basidiocarpo y micelio vegetativo, e cua puede
diferir de una muestra a otra. Afortunadamente las membranas utilizadas en este trabajo pueden ser
regeneradas e hibridadas de nuevo con las mismas sondas 0 con otras sondas de interés dentro y
fuera de la Unidad Ribosomal. De esta forma es posible optimizar el método de hibridacion agui
montado y contestar algunas de las interrogantes surgidas con la presente aportacion. Permitira
tener una mejor idea de los cambios en la composicion de especies fungicas ocasionados por
diferentes ateraciones en la estructura y funcion del bosque. Para €l estudio de estos cambios seré
necesario contar con un banco sondas de prueba y marcadores genéticos de los diferentes grupos de
hongos, particularmente de |as variedades silvestres |ocales.

CONCLUSIONES

El método de marcaje e hibridacion tipo Southern sin utilizacion de sondas radiactivas permite la
deteccion de polimorfismos genéticos relacionados con la metilacién del DNA de macromicetos
silvestres.

Los resultados de hibridacion encontrados en el micelio vegetativo y €l micelo de los tejidos del
basidiocarpo indicaron que existen diferencias en los niveles de metilacién del DNA entre estos dos
tipos miceliares, en las especies estudiadas. Pero no en |os patrones de metilacion.
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ANEXOS
ENZIMA SONDA ITS1 MUESTRA PM (pb)
Msp | A. rubescens GR57-2 500
|. geophyla AR 300
LAC 750
J 750
GR57-2 500, 750
POG1 800, 1500, 1900, 4200
1899 750, 1500
3599 800, 1500
3799 300
4099 400
6799 800, 1900
Trichoderma sp. GR57-2 500, 750
POG1 800
Hpall A. rubescens GR57-2 500
POG1 800
1899 750
3599 800
6799 800
|. geophyla GR57-2 500, 750
POG1 800
1899 750
3599 800
6799 800
Trichoderma sp. AC 300
AR 300
LAC 300
J 300
GR57-2 500, 750
POG1 800
1899 750
3599 800
3799 300
4099 400
6799 800

Tabla 1. Micelios patrones de restriccion e hibridacion “ Southern”.
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Figura 1. Gel de agarosaa 1% con Br-Et que muestra DNA de basidiocarpos (A) y micelio vegetativo
(B) de las especies estudiadas. M marcador [YPst.

Figura 13. A) Productos de amplificacion por PCR delaregion ITS 1 de basidiocarpos utilizados como
sondas, carriles 1) Amanita rubescens, 2) Trichoderma sp. y 3) I. geophyla. Geles de agarosa a 1%
(w/v) con bromuro de etidio, M marcador de peso molecular  P3f |.
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Hpa ll Msp |
1234567 8 910111213M 1234567 8 910111213M

Figura 14. Productos de digestion del DNA aislado de basidiocarpos de macromicetos silvestres. Gel de
agarosa 1% (w/v) tefiido con bromuro de etidio. Carriles: Hpa Il 1) AC198, 2) LAC198, 3) J, 4) Libre, 5) 16,
6) POGL, 7) 0799, 8) 0999, 9) 1199, 10) 1399, 11) 1899, 12) 5099, 13) 9099. Msp | 1) AC198, 2) LAC198,
3) J, 4) 44244, 5) 16, 6) POGL, 7) 9099, 8) 0799, 9) 0999, 10) 1199, 11) 1399, 12) 1899. M marcador de

peso molecular CYPst 1.

Hpa ll Msp |
M12 3456789101112131415 M1 2 3456 789 101112131415

Figura 15. Productos de digestion del DNA aislado de micelio de macromicetos silvestres. Gel de agarosa
1% (w/v) tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) AC, 2) AR, 3) LAC, 4) J, 5) GR57-2, 6) POG1, 7) R057,
8) 1899, 9) 3599, 10) 3799, 11) 4099, 12) 6799, 13) ITSL A. rubescens, 14) ITSL |. geophyla, 15) ITS1
Trichoderma sp. M marcador de peso molecular B3 I.
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Figura 1. Hibridacién Southern de las diferentes especies de macromicetos silvestres con la sonda 1TS1 A.
rubescens. A) Micelios con Msp |, B) Basidiocarpos con Msp |, C) Micelios con Hpa 1, y D) Basidiocarpos

Hpall.
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Figura 17. Autorradiografia que muestra fos patrones de hibridacion* Southern™ de tas diferentes especies de

macromicetos silvestres estudiados utilizando como sonda el fragmento ITS1 obtenido por PCR del
basidiocarpo de |. geophyla. A y C) Carriles: 1) AC, 2) AR, 3) LAC, 4) J, 5) GR57-2, 6) POG1, 7) RO57, 8)
1899, 9) 3599, 10) 3799, 11) 4099, 12) 6799, 13) ITSL A. rubescens, 14) ITSL |. geophyla, 15) ITS1
Trichoderma sp.B) Carriles:1) AC198, 2) LAC198, 3) J, 4) 44244, 5) 16, 6) POG1, 7) 9099, 8) 0799, 9)

0999, 10) 1199, 11) 1399, 12) 1899, 13) 5099. M marcador de peso molecular

P | se transfiri6 el cual no

hibrida con la sonda utilizada funcionando como control negativo.
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RESUMEN

La produccion de zarzamora en México ha aumentado 200 % en la Ultima década. Las principales variedades
utilizadas han sido introducidas y su establecimiento bajo las condiciones climéaticas de México ha requerido de
adaptaciones considerables al manejo agronémico observado en las regiones de origen de las mismas. El reto esencia
del manejo de este producto se basa en las caracteristicas intrinsecas de sus frutos suaves y su corta vida de anaquel,
por lo que & conocimiento de su proceso de maduracion bajo las condiciones de cultivo en México resulta
indispensable para lograr manipular y mejorar la productividad y calidad de los frutos hasta su destino final. Con la
intencién de abordar en forma inicial esta problemética, se planted como objetivo de este trabajo establecer las
condiciones de protocolos de andlisis de proteinas que permitan evaluar los componentes proteicos en frutos de
zarzamora durante la maduracion. Para 1o cua se identificaron seis estadios de maduracion de los frutos de la
variedad comercial ‘Brazos (considerando desde frutos verdes y con bajo desarrollo, hasta frutos en madurez de
consumo), se selecciond un método de extraccion de proteinas y se efectud un perfil proteico por electroforesis en
condiciones desnaturaizantes. Ademds, se establecieron los requerimientos para la electroforesis bidimensiona (2-
DE) de los extractos obtenidos, evaluando las condiciones de isoelectroenfoque y métodos de tincidn. De acuerdo a
los resultado obtenidos, se determind utilizar 400 pg de proteinatotal en tiras de IPG de 7 cm con un intervalo de pH
de 3 a 10, a un voltaje maximo de 50 000 V y tincién con azul de Coomassie. Utilizando € programa KODAK MI
version 4.5, se practico un andlisis preliminar de la distribucion y abundancia de los péptidos expresados en los seis
estadios de maduracion, observando que el estadio 2 presentd el mayor nimero de puntos peptidicos (158), que €
mayor porcentaje de puntos peptidicos en todos los estadios se presentaron en un intervalo de pH de 5.0 a6.9 y peso
molecular de 30 a 50 kDa. Se identificaron cuatro puntos de intensidad similar durante la maduracién; sugiriendo su
expresion congtitutiva, tres de intensidad decreciente; que podrian estar involucrados en procesos iniciales de
crecimiento del fruto, cuatro que se inducen durante maduracion y seis de intensidad oscilante.

Palabras clave: proteinas, electroforesis desnaturalizante, electroforesis bidimensional.

SUMMARY

Blackberry production in Mexico has increased 200 % in the last decade. The main varieties used have been
introduced from other countries, and its establishment under the climatic conditions of México has required
considerable adaptations to the agronomic management observed in the regions of origin thereof. The essentid
challenge of managing this product is based on the intrinsic characteristics of its soft fruit and its short shelf life, so
that knowledge of their maturation process under their growing conditions in Mexico is imperative to achieve and
improve handling productivity and fruit quality unto its final destination. The aim of this work was to first address
this problem by establishing the conditions of protocols for the analysis of proteins in blackberry fruits during
different ripening stages. To accomplish this goal, six stages of fruit ripening were identified for the commercia
variety 'Brazos' (considering a range of development from green, small fruits to fruits fully developed and in harvest
maturity), a protein extraction was selected and a protein profile was performed by electrophoresis under denaturing
conditions. In addition, requirements were established for two-dimensional electrophoresis (2-DE) of the extracts
obtained by evaluating the conditions of isoelectric focusing and staining methods. According to the results obtained,
it was determined to use 400 pg of total protein in IPG strips of 7 cm with a pH range of 3 to 10, using a maximum
voltage of 50 000 V, and Coomassie blue staining. A preliminary analysis of the distribution and abundance of the
peptides expressed in the six stages of maturation was performed using the KODAK MI software version 4.5, and the
results showed that the stage 2 presented the highest number of peptide spots (158), the highest percentage of spots at
all stages were observed in apH range of 5.0 to 6.9 and molecular weight of 30 to 50 kDa. We identified four spots of
similar intensity, suggesting its constitutive expression, three of decreasing expression; that could be involved in the
initial processes of fruit growth, four spots of induced expression, and six of oscillating degrees of expression during
ripening.

Key Words:. proteins, denaturing electrophoresis, two-dimensional el ectrophoresis.
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Protedmica de la maduracion de frutos de zarzamora (Rubus sp.)
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INTRODUCCION

La produccion de zarzamora en México ha cobrado gran importancia en los Ultimos afios, de
1995 a 2005 la superficie cultivada de esta frutilla se elevd mas de 500 %, reportando una
produccién nacional de 118,421.73 t para el 2008 (SAGARPA, 2009; SNIIM, 2008). En 2010,
Michoacén aport6 € 95 % de la produccion nacional, con cerca de 60,000 t y un valor de
produccion mayor a 1,357 millones de pesos (SIAP, 2011), |as principales variedades cultivadas
han sido generadas en €l extranjero y han requerido adaptaci ones biotecnol 6gicas considerables
en su manejo para lograr los rendimientos observados, destacando las variedades “Brazos™ y
“Tupy” (Mufioz y Juarez, 1995; SAGARPA, 2002; Inforural, 2010).

La zarzamora producida en México es comercializada principalmente como fruto en fresco y su
mayor demanda se encuentra en  mercado internacional, por lo que un factor limitante de su
comercializacion es la conjuncién de sus caracterigticas intrinsecas de frutilla suave, €
requerimiento de ser cosechada en madurez de consumo y su corta vida de anaquel, que es
menor a ocho dias (Pifia=Dumoulin et al., 2001). Por lo que para poder conocer y eventualmente
manipular las condiciones de manegjo postcosecha con el fin de prolongar su vida de anaqud, es
necesario comprender el proceso de maduracién de los frutos de zarzamora, de manera
especifica en los frutos introducidos y bajo las condiciones agroclimaticas bagjo las cuales se
desarrollan en este pais.

La zarzamora forma un fruto agregado llamado polidrupa, que posee de pequefios frutos
[lamados drupdlas o mini drupas, cada una con una semilla e insertas en un receptaculo
(Hummer, 1996; Bolmgren y Eriksson, 2010).

La maduracién de los frutos involucra cambios bioquimicos y fisicoquimicos que generan
consecuentes aumentos en tallay peso del fruto, cambios en la tasa respiratoria, en € contenido
de agua, transiciones en la pigmentacion, textura, asi como produccion de sabores y aromas
altamente distintivos que afectan la paatabilidad de los frutos. La expresién de los genes
asociados a estos cambios fisiolégicos esta regulada por estimulos externos e internos,
incluyendo temperatura, iluminacion, estatus nutricional, disponibilidad de agua, asi como
reguladores del crecimiento vegetal (Manning, 1998).

En los frutos [lamados climatéricos la acumulacién de etileno dispara el proceso de maduracion
y su tasa enddgena puede ser afectada por la concentracion exdgena, por 1o que se considera a
este regulador como el blanco para la manipulacién de su vida de anaguel (Matas et al., 2009).
Por su parte la zarzamora es un fruto no-climatérico, en este tipo de frutos la induccién de la
maduracion por etileno no existe 0 no es tan pronunciada y por ello la cosecha debe redlizarse
hasta alcanzar |a madurez de consumo (Srivastava, 2002).

Los primeros esfuerzos por conocer los mecanismos de regulacion de los procesos de
maduracion de frutos fueron enfocados a estudio de la expresiéon y actividad enzimatica de
proteinas de pasos especificos en las rutas bioquimicas involucradas en este proceso (Cheng y
Breen, 1991; Moyano et al., 1998). Este tipo de informacién ha sido de gran utilidad para
modificar la tecnologia de manejo de frutos, con lafinalidad de controlar y prolongar la vida de
anaquel a través de la alteracion de la concentracion de proteinas relacionadas con procesos
como el ablandamiento de frutos, la regulacion de la tasa respiratoria o la acumulacién de
pigmentos (Mehta et al., 2002; Neily et al., 2011; Sun et al., 2011), y su interaccién con
factores adicionaes como su susceptibilidad a ataque por fitopatdgenos como Botrytis cinerea
(Cantu et al., 2008), favoreciendo consecuentemente las condiciones de mercado. Con €
desarrollo de la protedmica se desplegaron los limites del estudio y comprension de la fisiologia
de la maduracion de frutos, enriqueciendo la descripcion y comparacion global de patrones de
expresion génica cuantitativa y funcional, permitiendo andizar y clasificar la dinamica de
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expresion de todas las proteinas en frutos de etapas especificas durante e proceso de
maduracion (Canovas et al., 2004).

Debido aladiversidad en los tipos de proteinas, ningin método para la preparacion de muestras
puede ser aplicado en forma general. Cada procedimiento de separacion en electroforesis
dimensiond y bidimensional, basados en su peso molecular (PM) y su punto isoeléctrico (pl), es
selecto y especifico para cada diversidad quimica de proteinas. EI método universa para €l
andlisis proteico de plantas es fragmentar la investigacién en dos categorias esenciales: la
primeraimplica el perfil de proteinas con el objetivo de separar, secuenciar y catalogar todas las
proteinas posibles de un proteoma particular, la segunda se denomina protedmica comparativa,
gue tiene € objetivo de caracterizar diferencias entre poblaciones de proteinas, en este andlisis
se utiliza la separacion por medio de geles SDS-PAGE, que separa a las proteinas por su peso
molecular, después se utiliza la separacién en 2-DE (Cénovas et al., 2004).

El proceso de maduracion en frutos no-climatéricos es menos estudiado que e de frutos
climatéricos. De las frutillas, la fresa (Fragaria spp.) y la uva (Vitis spp.) son quizas las mejor
estudiadas en estos términos (Moyano et al., 1998; Bianco et al., 2009; Robinson y Davies,
2000; Ramaschandra et al., 2011); por su parte, los estudios sobre la maduracion del género
Rubus se limitan sobre todo a la frambuesa (Rubus idaeus; Jones et al., 2000). En € presente
trabgjo se muestran las condiciones ensayadas para establecer parametros de un primer
acercamiento a andlisis del proteoma de la maduracion de frutos de zarzamora, bgo las
condiciones de cultivo en Michoacan, como una herramienta para conocer y eventuamente
manipular las condiciones de manegj o de su cultivo y postcosecha.

MATERIALESY METODOS

Descripcion del area de estudio. EI material vegetal se colecté del huerto comercia “Vara
Azul”, ubicado en lalocalidad de Caracha, dentro de las coordenadas 19° 43'77” LN y 101° 92
49" LO perteneciente al municipio de Ziracuaretiro, Michoacan.

Material vegetal. Los frutos utilizados en €l presente trabgjo fueron de la variedad comercial
‘Brazos’ . Se colectaron muestras de 10 frutos de cada estadio de maduracion y se almacenaron a
-70 °C hasta su utilizacion.

Extraccién de proteinas. Se evaluaron dos condiciones de extraccion, en la primera el tejido se
pulverizd en frio y se agregd solucién amortiguadora de extraccién (tris 50 mM, pH6.8, DTT
100 mM, SDS 2 %, gliceraol 10 % y PMSF 5 mM) en relacién 3:1 (v:p). En la segunda
condicion se adiciono polivinilpirrolidona (PVP) 2 % ala solucién amortiguadora de extraccion.
Se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 min, se precipitaron 500 Yl de sobrenadante con 1 vol de
acetona fria, incubando a -20 °C durante 2 h. Se centrifugdé durante 30 min y se descartd e
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 600 pl de agua destilada estéril y se amacené a-70
°C hasta su utilizacion. La cuantificacion de las proteinas totales se hizo por el método de
Bradford (1976), utilizando un espectrofotometro DU 640 (Beckman).

Electroforesis desnaturalizante y electroforesis bidimensional. La electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) se hizo de acuerdo a protocolo de Laemmli (1970), con
acrilamida a 12 % y marcador de peso molecular de 220 kDa de BenchMark (Life
Technologies, Biorad, USA), la tincién con azul de Coomassie (R-250). Para la electroforesis
bidimensional, el isoelectroenfoque (IEF) se llevd a cabo en tiras de gradiente de pH
inmovilizado (IPG) de 7 cm (Biorad), ensayando dos protocolos de limpieza del extracto
proteico, € primero con el kit 2-D Clean-Up (Amersham Biosciences, Nueva York, USA) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante y el otro consistio en precipitar con un volumen de
acetona a -20 °C durante 2 h, centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y secar la pagtilla (Gorg,
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et al., 2004). Las pastillas obtenidas de ambos protocol os de limpieza se resuspendieron en 125
ul de amortiguador de rehidratacion (urea 7 M, thiourea 2 M, CHAPS 4 %, anfolitos 0.5 %,
TBP 40 mM, Azul de bromofenol 0.002 %) y 1.5 ul de reactivo de Destreak (Amersham
Biosciences, Suecia), se incubaron en agitacion durante 2 h y se centrifugaron a 12 000 rpm
durante 5 min, recuperando el sobrenadante. La separacién por |IEF se llevé a cabo con €
equipo PROTEAN IEF Cell (Biorad, USA), paralo cual las tiras se colocaron en contacto con
la muestra 'y se adicionaron 2 ml de aceite minera, se utilizé el méodo Running Preset (Bio-
Rad, USA) con unarehidratacion activaa 50 V por 12 h, seguido de acondicionamiento a 250 V
por 15 min, posteriormente se incrementd de manera lineal hasta un méximo de 4000 V, y se
mantuvo hasta un voltaje total de 50 000 V, atemperatura constante de 20 °C.

Previo a la dectroforesis de segunda dimension, se equilibraron las tiras de IPG con 2 ml de
solucion amortiguadora | (urea 6 M, SDS 2 %, amortiguador trisHCI 0.05 M, pH 8.8, glicerol
20 %, DTT 2 %) en agitacion durante 15 min, posteriormente con 2 ml de amortiguador de
equilibrio Il (urea 6 M, SDS 2 %, amortiguador tris’HCl 0.05 M, pH 8.8, glicerol 20 %,
iodoacetamida 2.5 %) durante 5 min. Se evaluaron las condiciones de enfoque de proteinas mas
homogéneo a distintos voltajes (35 000, 40 000 y 50 000 V), se llevd a cabo la SDS-PAGE y
tincion con azul de Coomassie R-250 de acuerdo a Laemmli, 1970; o con plata, segin €
protocolo de Gambetti et al., 1981. Los geles teflidos se digitalizaron en un densitometro GS-
800 (Biorad, Francia).

Analisis de puntos peptidicos. Las imégenes de los geles 2-DE se analizaron con €l programa
Kodak Molecular Imaging version 4.5 (Kodak). Para estimar €l punto isoeléctrico (pl) de las
fracciones proteicas, la imagen de cada gel 2-DE fue dividida en los siete intervalos de pH
correspondientes a los de las tiras de |IEF, € peso molecular (PM) se estimé por referencia a
marcador de 220 kDa de BenchMark (Life Technologies). Se editaron las imagenes de cada gel,
analizando cada mancha para eliminar los falsos positivos. Se selecciond una fraccion proteica
de pl, PM y densidad similares en los seis geles correspondientes a los seis estadios de
maduracion, considerandola de expresién congtitutiva y se le otorgé arbitrariamente un valor
minimo de masa de 1.0 y se le otorgd el nimero de identificacion NOQO, para utilizarlo como
referencia en la estimacion de densidad e intensidad de expresiéon del resto de las manchas de
fracciones proteicas en los geles de cada estadio. De esta manera fueron caracterizados todos | os
puntos de cada gel de acuerdo a su pl, PM y masa, y estos datos se utilizaron para definir €
comportamiento de los puntos protei cos durante la maduracion de frutos de zarzamora.

RESULTADOSY DISCUSION

Estadios de maduracion identificados en los frutos de zarzamora ‘Brazos. Se lograron
identificar seis estadios de maduracion de los frutos de zarzamora ‘Brazos' con caracteristicas
morfoldgicamente definidas y contrastantes (Figura 1). En € estadio 1 (E1) los frutos son
verdesy sus drupelas se encuentran en las primeras etapas de llenado, su talla corresponde al 40
% del crecimiento final, el crecimiento final se alcanza hasta el estadio 4 (E4), en e que la
coloracion de los frutos ya es roja en €l 90 % de las drupelas. Sin embargo la coloracion de las
drupelas cambia gradua mente de verde a rojo y finalmente negro durante los seis estadios. Se
establecié como estadio 6 (E6) aquel en el que se alcanzo un color negro brillante en el 100 %
de las drupelas, caracteristico del punto de madurez de cosecha.
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Imagen del
frirte
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Figura 1. Estadios de maduracion determinados por el color de las drupelas y tamafio del fruto. El

porcentaje de color hace referencia a porcentaje mayoritario de drupelas con un mismo color, €l
porcentaje de crecimiento es respecto a tamafio final del fruto.

Al establecer una escala morfol6gica de maduracion de frutos no climatéricos es importante
considerar como uno de los parametros a la madurez de consumo, aunque la seleccion de los
estadios puede ser variada, se recomiendatomar en cuenta puntos contrastantes de desarrollo del
fruto (Manrique, 2001). En frutos de nopal (tuna), algunos autores han considerado tres estadios
de maduracién, a saber: verde, semimaduro y maduro (Rosas, 2008).

Para €l estudio de maduracioén de frutos de zarzamora se han utilizado diferentes escalas, en una
de ellas se consideran cinco estadios de maduracién con las caracteristicas de: M1: menos
maduros 50%, M2: cambiantes 60 %, M3: rojos 90 %, M4: negros 90 % y M5: negros 98 % y
se reportan las propiedades biomecanicas de estos frutos (Chavez-Franco et al., 2000), sin
embargo, |as especificaciones de los estados de madurez no corresponden a lo observado en €
caso de la maduracion de los frutos en € presente trabgjo, entre los frutos M1y los M2 existen
diferencias entre tamafios y coloraciones que no se establecen en esta escala, las diferencias
entre la categoria de frutos M4 y M5 no se distinguen claramente, finalmente la etapa de
maduracién mas avanzada es descrita como una etapa con drupelas negras en 98 % de la
superficie del fruto, pero no consideran un fruto compl etamente negro.

Por lo que en € presente trabajo se considerd6 més adecuado establecer mayor nimero de
estadios intermediarios en las primeras etapas de desarrollo del fruto, ubicar estadios de
maduracion mas contrastantes y describir el punto de madurez de cosecha como €l estadio de
maduracion més avanzada.

En otras escalas se han descrito hasta ocho estadios de maduracion de zarzamora, basandose en
cambios de coloracion de las drupelas de los frutos (Esquivel et al., 2008), sin embargo, en esta
escala no se describe claramente el estado de crecimiento respecto al crecimiento final del fruto
y €l nimero de variaciones en los estados de maduracion puede generar confusion, por no ser
claramente contrastantes.

Por su parte, en otros estudios de maduracion en diversos cultivares de Rubus spp. (‘Navaho',
‘Choctaw’, ‘ Cheyenne’ y ‘ Shawnee’) se han establecido estadios de maduraci én con parametros
mas contrastantes (verde, verde-rojo, rojo-verde, moteado, negro brillante y negro mate;
Perkins-Veazie et al., 1996; Perkins-Veazie et al., 2000) por lo que en este trabagjo se procurd
considerar este tipo de descripciones como andlogas a las utilizadas para € caso de zarzamora
var. Brazos.

La extraccion de proteinas de zarzamora no requiere la adicion de PVP. La PVP se utiliza
ampliamente para disminuir € contenido de compuestos fendlicos que pueden disminuir la
concentracion o integridad de las proteinas en un extracto. En este caso, la adicion de PVP a
amortiguador de extraccion promovié la generacion de precipitados que formaron pastillas
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grandes y viscosas, dificiles de resuspender y manejar. Por su parte, las pastillas generadas con
el amortiguador sin PVP mantuvieron un ato nivel de pigmentacion, pero fueron mas
compactas y menos viscosas. Ambos tipos de pastilla fueron resuspendidas en 100 ul de
amortiguador de extraccion y se utilizaron alicuotas de 10 ul parala SDS-PAGE. Laresolucién
de las proteinas generd bandas bien definidas y consistentes en el protocolo sin PV P, mientras
gue los extractos con PV P mostraron una menor concentracion de polipéptidos (Figura 2). Estos
resultados sugieren que si bien la PV P puede disminuir la oxidacion por compuestos fendlicos,
en € caso de extractos de frutos de zarzamora, su presencia promueve la formacion o retencién
de polimeros que dificultan su manejo, disminuyendo la eficiencia de extraccion de proteinas
totales, por 1o que se eliminar € uso de PV P en el protocolo de extraccion.

M 1 2 3 4 5 &

EEBE B B

Figura 2. Evaluacién de dos condiciones de extraccién de proteinas totales de frutos maduros de
zarzamora. Extractos de proteinas de frutos en estadio E6 se obtuvieron por €l protocolo con uso de PVP
(carriles1a3)y sin PVP (carriles 4 a6). 10 pl de cada extracto se separaron por SDS-PAGE a 10 %. M,
Marcador de peso molecular

Patrén de polipéptidos en SDS-PAGE de frutos durante la maduracion. Las proteinas totales de
cada uno de los sei's estadios de maduracion fueron separadas por SDS-PAGE (Figura 3). En e
patrén de polipéptidos de frutos de zarzamora se observa una abundancia primordia de
fracciones de concentracion constante durante los distintos estadios de maduracion, que
sugieren una expresion constitutiva de los mismos. Sin embargo también hay polipéptidos cuya
abundancia se incrementa o disminuye durante la maduracion, sobre todo en un intérvalo de 14
a24 kDa, lo cual sugiere unaregulacion diferencial en la expresion de las mismas.

EZ E3 E4 E5 E& M
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Figura 3. Patrén de proteinas totales de frutos de zarzamora durante distintos estadios de maduracion. 20
pg de proteinas totales de cada estadio se separaron en un gel SDS-PAGE & 12 %. E1 a E6; estadios de
maduracion 1 a 6. M, Marcador de peso molecular. Las flechas rojas muestran fracciones de expresion
diferencial en los distintos estadios.

Condiciones para separar las proteinas de frutos de zarzamora en 2-DE. Para el 1EF se requiere
una calidad de extracto proteico que permita la resolucion adecuada, paralo cua se evaluaron
dos protocol os de limpieza. Una alicuota de 80 pg de proteina total se procesaron con € kit 2-D
Clean-Up Amersham Biosciences, de acuerdo a las indicaciones del fabricante; asimismo, una
aicuota de la misma concentracion se precipitd con acetona al 40 %. A ambas alicuotas se les
agregd amortiguador de rehidratacion y se llevo a cabo € IEF a 35 000 V durante 24 h y
posteriormente la SDS-PAGE. Los resultados mostraron que no hubo diferencia significativa en
los geles, respecto alalimpieza de las muestras (Figura 4).
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Figura 4. Evaluacion de condiciones de limpieza de extractos de proteinas de zarzamora para su andlisis
por 2-DE. 80 pg de proteinas totales del extracto E6 se procesaron para su limpieza con el Kit 2-D Clean-
Up de AmershamBiosciences (&), o con acetona (b). El |EF fue en tiras de IPG de 7 cm, pH 3a10, a35
000 V durante 24 h, el SDS-PAGE a 12 %, tefiidos con azul de Coomassie. M, marcador de peso
molecular.

Adicionalmente se evaluaron tres concentraciones de proteina total separada por IEF a dos
condiciones de voltgje, a saber: 1) 100 pg de proteina total a 40 000 V; 2) 100 ug de proteina
total @50 000 V; 3) 200 ug de proteina total a 40 000 V, 4) 200 pg de proteina total a 50 000 V
y 400 pg de proteina total a 50 000V. Los resultados mostraron un enfoque adecuado a 50 000
V (Figura 5), sin embargo las manchas proteicas resueltas en los geles 2-DE todavia se
observaron tenues, que podrian sugerir deficiencias en latincion utilizada. También se valoro €
uso de dos protocolos de tincion, con azul de Coomassie y con plata. En los geles tefiidos con
plata se observd una sobresaturacién generando falsos positivos (Figura 5€). Los resultados
mostraron una mejor resolucion y mayor definiciéon de puntos a utilizar 400 ug de proteina total
del extracto E6, con un enfoque a’50 000 V vy tincién con azul Coomassie (Figura 5f), por lo que
estas condiciones fueron utilizadas para comparar los extractos de los seis estadios de
maduracion.
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Figura 5. Evaluacion de condiciones de isoelectroenfoque y concentracion de extractos de proteinas de
zarzamora para €l desarrollo de la 2-DE. El |EF se llevd a cabo en tiras de IPG de 7 cm, pH 3 a 10. La
concentracion de proteinas totales del extracto E6 fue de 100 pg (a, ¢ y e), 200 pg (b y d) y 400 pg (f), el
enfoque se desarroll6 a40 000V (a, by e) y 50000V (c, dy f). Latincién se hizo con azul de Coomassie
R-250 (a, b, ¢, dy f) y con plata (€). M, marcador de peso molecular

Andlisis preliminar de manchas peptidicas durante € proceso de maduracion. Las proteinas
totales de cada estadio de maduracion (E1 a E6) fueron separadas por e ectroforesis 2-DE,
utilizando las condiciones estandarizadas. Las imégenes obtenidas de cada estadio de
maduracién fueron editadas manualmente adicionando manchas peptidicas y/o eliminando
falsos positivos seleccionados por el programa, que detecta por medio de una escala de grises
(Figura 6). Cabe sefidar que los puntos eliminados y adicionados correspondieron a un
porcentaje menor al 10 % del total de los puntos inicialmente detectados por e programa.
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Figura 6. Electroforesis 2-DE de las proteinas de frutos de zarzamora durante seis estadios de
maduracién. 400 pg de proteinas totales de cada estadio de maduracion fueron separadas por |EF en tiras
de IPG de 7 cm, pH 3.0 2 10.0 a 50 000 V durante 24 h y posteriormente en SDS-PAGE a 12 %. Los
geles se tifieron con azul de Coomassie. Las imagenes se editaron con e programa Kodak MI, version
4.5. El punto sefialado en rojo es e seleccionado como referencia de intensidad 1.0, los puntos en azul
son los seleccionados por € programa y editados como fracciones peptidicas. M, marcador de peso
molecular.

Una vez que se seleccionaron las fracciones proteicas en las imagenes de los seis estadios de
maduracion, se cuantifico el total de manchas presentes en cada estadio. EI mayor nimero de
manchas proteicas se presenté en E2 (158), que corresponde a frutos con 80 % de drupelas
verdesy un 70 % del crecimiento total, mientras que E4; de frutos con 90 % de drupelas rojasy
100 % del crecimiento, mostré 97 puntos, es decir Unicamente 61 % del nimero de puntos
encontrados en E2 (Cuadro 1). Sin embargo, el porcentgje de puntos aumentd posteriormente,
hasta alcanzar 135 en E6, correspondiente al 85 % del nimero total de puntos en E2. Estos
resultados sugieren una ata expresion de proteinas involucrados en los primeros estadios;
ademés, que un gran numero de los péptidos ubicados en E2 podrian corresponder a proteinas
involucradas en el crecimiento del fruto y cuya abundancia disminuye a acanzar un 100 % de
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crecimiento, mientras gue se comienzan a acumular otros péptidos que podrian corresponder a
proteinas relacionadas con cambi os independientes al aumento de volumen.

Cuadro 1. Namero total de manchas peptidicas en los extractos de cada estadio de maduracién.

Estadio E1 E2 E3 E4 E5 E6
No. de 119 158 140 97 110 135
manchas

El andlisis de los valores estimados de PM y pl de las manchas peptidicas sel eccionadas en cada
estadio permitié establecer que, en todos los estadios de desarrollo y maduracion, existe un
mayor nimero de péptidos en €l intervalo de puntos isoel éctricos de 5.0 a6.99 y de 30 a50 kDa
(Figura 7). De manera particular, en los estadios E2, E3 y E6 se observa una alta incidencia de
manchas peptidicas en estos valores de pl y PM. Los péptidos en E2 estan distribuidos en todos
los valores de pl y PM, con una abundancia mayor en un pl entre 5.00 a5.99y entre 30 a60 y
80 a 120 kDa, mientras que E6 presenta el mayor nimero de manchas entre 15a 20y 30 a 40
kDa.
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Figura 7. Clasificacién de los péptidos de zarzamora durante la maduracion por su pl y su PM. Las
manchas peptidicas de cada estadio de maduracién observadas en los ensayos 2-DE se agruparon de
acuerdo asu pl (a) y asu PM (b). E1 a E6 representan los seis estadios de maduracion.

Al anadlizar la distribucién de manchas proteicas de pl 5.0 a 6.99, se observo que estos péptidos
presentaron una alta incidencia en E2, entre 25 y 60 kDa, mientras que e E6 presentd mayor
abundancia en péptidos de 15 a 40 kDa; sin embargo, también hay abundancia en otros estadios
en los valores de 20 a 25 y 60 a 80 kDa (Figura 8). Por su parte, a analizar e pl de proteinas
més abundantes 'y con PM de 30 a 50 kDa, se observo que la mayor incidencia de proteinas esta
entre 5.00y 6.99 pl, en E2 y E6 se observaron més proteinas (Figura 9).
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Figura 8. Peso molecular de péptidos de pl 5.0 a 6.9 durante la maduracion de zarzamora. Las manchas
peptidicas de extractos de zarzamora durante seis estadios de maduracion que fueron separadas por los
ensayos de 2-DE en un intervalo de pl de 5.0 a 6.9, fueron agrupadas de acuerdo a su peso molecular. E1
a E6 representan |os seis estadios de maduracion.
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Figura 9. Punto isoeléctrico de péptidos de 30 a 50 kDa durante la maduracion de zarzamora. Las
manchas peptidicas de extractos de zarzamora durante seis estadios de maduracion que fueron separadas
por los ensayos de 2-DE en un intervalo de 30 a 50 kDa, fueron agrupadas de acuerdo a su pl. E1 a E6
representan los seis estadios de maduracion.

La caracteristica fenotipica méas sobresaliente del estado E2 de los frutos de zarzamora consiste
en un aumento del 30 % en volumen respecto a E1, alcanzando un tamafio similar a de los
frutos de estados més avanzados, mientras que el cambio de coloracién no varia de manera
prominente respecto a E1. Es por ello que los resultados observados sugieren que los péptidos
diferenciadles y de alta incidencia presentes en E2 y ausentes en E1 (como los observados en un
peso molecular entre 25 y 60 kDa) corresponden a proteinas asociadas a crecimiento de los
frutos de zarzamora en esta etapa, mientras que los polipéptidos de proteinas asociadas a las
caracteristicas fenotipicas de madurez de cosecha o de consumo observados en e E6 podrian
situarse en un peso molecular entre las de PM 20-25 o 60-80 kDa.
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En la caracterizacion preliminar del patron de expresion de los péptidos observados en las
imagenes, se seleccionaron manualmente las manchas con patrones similares de corrida en los
seis estadios de maduracion, que presumiblemente podrian corresponder a un mismo péptido.
Posteriormente se le otorgd un nimero de identificacion a cada péptido y se compar6 la
intensidad registrada en cada estadio de maduracion, de acuerdo a los valores otorgados por €
prograna KODAK MI version 4.5.

De esta manera se ubicaron puntos de péptidos presentes en los seis estadios en densidad similar
(Figura 10), que sugieren un patrén de expresion constitutiva. Asimismo se ubicaron péptidos
gue mostraron intensidad disminuida en los Ultimos estadios respecto a los primeros, que
podrian corresponder a proteinas cuya expresion es inhibida durante la maduracién de los frutos
y péptidos con un patron de intensidad superior en los Ultimos estadios respecto a los primeros,
que pueden pertenecer a proteinas cuya expresion esta asociada ala maduracion de los frutos de
zarzamora.

JE1 HE2 BEED HEA BE:S WEG

= W0

sl respecic
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Identilicackin de mancha peptidica
Siwi lad Decraciesnla Cretiente

Figura 10. Densidad de péptidos en zarzamora durante la maduracion. La densidad de las manchas
peptidicas identificadas en los ensayos de 2-DE como comunes respecto a pl y PM fue comparada en los
extractos de los seis estadios de maduracion (E1 a E6, respectivamente). Se tom6 como referencia una
mancha comun de intensidad similar en todas las iméagenes (N00O), ala que se le dio un valor de 1.0. En
las barras de la base de la gréfica se agrupan los péptidos con densidad similar, decreciente y creciente
durante la maduracion.

Un gran nimero de enzimas se encuentran involucradas en el crecimiento y desarrollo de los
frutos, por lo que el andlisis de presencia de proteinas y su caracterizacion en cuanto a PM y pl
permite estudiar la maduraci én asociada a caracteres fisiol 6gicos y fenol bgicos (Faurobert et al .,
2007). El tomate es un modelo de estudio de regulacion de la expresion génica en el proceso de
maduracion de frutos climatéricos, en este proceso se han identificado proteinas cuya expresion
se incrementa o disminuye durante el proceso de maduracién y lafuncion de muchos de ellos se
ha relacionado con e aumento en divisién y expansion celular durante las etapas en las que €
fruto crece, o con cambios en textura, color, sabor 0 acumulacion de compuestos aromaticos
durante | as etapas mas avanzadas de |a maduracion.

Esto ha permitido conocer ampliamente el proceso de maduracién en estos frutos, desde €
punto de vista metabdlico, hormonal y bioquimico de los caracteres que lo conforman (Biggs et
al., 1986; Seymour et al., 2008) y algunos procesos podrian extrapolarse a los frutos no
climatéricos. Como un primer acercamiento, en el presente trabajo se caracterizo el perfil de
péptidos de los frutos de zarzamora durante € proceso de maduracion. Se registraron manchas
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peptidicas constitutivas, otras cuya presencia se sugiere es inducida durante el proceso y que
podrian corresponder a proteinas asociadas a la sintesis de antocianinas, oxidaciéon y/o
fermentacion descritos para la maduracién de otros frutos (Pera; Nilo et al., 2010; Tomate;
Faurobert et al., 2007; Uva; Sarry et al., 2004), mientras que otras que se inhiben durante el
proceso, en forma similar a lo que sucede con las proteinas involucradas en sintesis de acidos
organicos, proteinas o plegamiento de proteinas (Sarry et al., 2004).

Con los resultados obtenidos en €l presente trabajo se permitio € establecimiento de protocolos
gue permitieron lograr resultados preliminares en e estudio de los patrones de expresion de
proteinas de frutos de zarzamora durante €l proceso de maduracién, sin embargo, es necesario
obtener réplicas de estos resultados e identificar la naturaleza de los péptidos cuya expresion se
sugiere asociada a este proceso.

CONCLUSIONES

La escada morfolégica de maduracion de frutos de zarzamora generada en el presente trabajo
reconoce seis estadios de maduracion en lavar. Brazos, definidos por el tamafio y pigmentacion
de losfrutos.

Las condiciones establecidas de |EF permiten comparar la expresion de fragmentos peptidicos
durante la maduracion con base en concentraciones constantes de proteina total en los distintos
estadios.

L os patrones polipeptidicos observados por electroforesis desnaturalizante y por electroforesis
en dos dimensiones, muestran fragmentos que sugieren expresion constitutiva y diferencial
durante la maduracién de frutos de zarzamora.
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