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Estudio del cultivo de la microalga Chlorococcum sp. en fotobiorreactor

de tanque con agitacion magnética

Castillo-Espinosa, Ahemed', Rosales-Quintero, Arnulfo®* (0000-0001-5609-7532), Castaiion
Gonzilez, Humberto! (0000-0003-3625-6414), Villalobos-Maldonado, Juan José! (0000-
0002-1576-1932), Lopez Quiroz, Delmar Ernesto! (0009-0009-5009-0714)

! Tecnoldgico Nacional de México, Campus Tuxtla Gutiérrez. Carretera Panamericana Km. 1080, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
Meéxico, C.P. 29050.; (A.C.E,A.R.Q,H.C.G.,VM.JJ..D.ELL.Q.).
* Autor por correspondencia: arquinte@tuxtla.tecnm.mx

RESUMEN

En este presente proyecto se realizd las cinéticas de crecimiento del cultivo de la microalga
Chlorococcum sp., cultivadas en un fotobiorreactor (FBR) de tanque con agitacion magnética, en medio
BBM vy fertilizante triple 18. Se evalu6 la produccion de biomasa, clorofila y lipidos totales a lo largo de
una cinética de 13 dias. Por otro lado, Se estudi6 el comportamiento hidrodindmico mediante dinamica
computacional de fluidos (CFD), representando las velocidades de flujo y patrones de flujo dentro del FBR.
Los resultados de las cinéticas en el FBR de tanque agitado muestran una biomasa méaxima de 0.8x10’
cel/mL, clorofila a y b de 2.64 y 1.53 pg/mL, un contenido de carotenoides de 1.203 pg/mL, y 67.7 mg de
lipidos. Del modelado en CFD, se realizdo la comparacion de forma experimental de los flujos que

corresponden a lo representando en las simulaciones.

Palabras clave: Fotobiorreactor, biomasa, dinamica computacional de fluidos.

INTRODUCCION

Las microalgas son un grupo de organismos fotosintéticos con una estructura simple lo que permite un
crecimiento celular y produccion de biomasa en periodos cortos de tiempo. Por esta razon, las microalgas
son denominadas microorganismos fotoautotrofos, siendo la luz su principal fuente de energia y el didoxido
de carbono (COy) su principal fuente de carbono (Fung Pak, 2011). Las microalgas son una prometedora
materia prima para la produccion de biodiesel, debido a su capacidad de crecer en ambientes adversos.
Algunos de estos microorganismos son capaces de acumular entre 50 y 70 % de base seca de lipidos (Chisti,
2007). Ademas, estos microorganismos son capaces de producir antibidticos, pigmentos, esteroides y otros
compuestos haciendo solo uso de la luz solar, el didxido de carbono y el agua dulce, salada o medio sintético
(Grobbelaar, 2000).

El cultivo de las microalgas se realiza en matraz o en fotobiorreactores, abiertos o cerrados. En particular,
los sistemas cerrados son construidos de materiales transparentes (vidrio u otros) que permiten la absorcion
de la luz en el cultivo, asi también, proporcionando otros requerimientos como el mezclado, la transferencia
de masa, momento y calor. En los fotobiorreactores hay dos tipos, los de agitacion mecanica que son los
reactores de tanque agitado, que son sistemas cilindricos con un sistema de agitacion mecanico y los
reactores de agitacion neumatica, son los que se agitan por medio de la aireacion o inyeccion de aire, como
los airlift, placa plana o panel y de columna de burbujeo.

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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Los fotobiorreactores de tanque agitado tienen las ventajas de ser de facil construccion y operacion y
tienen las desventajas de tener zonas de estancamiento y la posibilidad de ruptura celular. Asi mismo el FBR
debe garantizar que la iluminacion sea uniforme y que el mezclado garantice un que los nutrientes sean
distribuidos uniformemente, que durante el mezclado las microalgas tengan acceso a los fotones, que el
transporte del oxigeno producido hacia el aire sea efectivo, que no se tenga ruptura celular, que no exista
sedimentacion de la biomasa y un alto rendimiento de biomasa y metabolitos (Deniz, 2020).

En el estudio de los fenomenos que se presentan en los fotobiorreactores en los cultivos de microalgas,
en la actualidad se aplican herramientas computacionales para el modelo y comprension de la dinamica de
fluidos, al permitir predecir los parametros que caracterizan el fenomeno fisico a estudiar, a través de la
simulacion de los modelos matematicos, analisis numéricos y correlaciones requeridas. Programas como
Fluent, CFX, CVD, COMSOL Multiphysic, entre otros; permiten realizar dichas simulaciones para sistemas
multifasicos. Estos softwares se basan en la generacion de codigos de Dinamica computacional de fluidos
o CFD (por sus siglas en inglés) (Calvo, 2015). La dinamica computacional de fluidos es la ciencia de
prediccion de flujo de fluidos, transferencia de calor y masa, las reacciones quimicas, y los fenomenos
relacionados, mediante la resolucion de las ecuaciones matematicas que gobiernan estos procesos utilizan
métodos numéricos (Bakker, 2008). El desarrollo de la dinamica computacional de fluidos (CFD)
proporciona informacion cualitativa y cuantitativa sobre la hidrodinamica y el rendimiento de la mezcla en
varios tipos de sistemas del mezclado (Konopacki et al., 2015).

En el laboratorio 7 del ITTG se han aislado diversas microalgas de recursos hidricos estatales como son:
lagunas de Montebello, cascadas del chiflon y de una laguna de lixiviados donde se aislo la microalga
Chlorococcum, de las cual existen pocos estudios de su cultivo en FBR. Ademas, en el laboratorio 7 tienen
diversos prototipos de FBR de panel, de tanque agitado y de columna de burbujeo.

Debido a estas capacidades en esta investigacion se realizo el cultivo de las microalgas Chlorococcum
sp., en fotobiorreactores de tanque en agitacion mecanica y reactor de panel con aireacion, para la evaluacion
de sus parametros cinéticos para determinar sus eficacias como sistemas de cultivos. También se uso el
software COMSOL Multiphysic para obtener la simulaciéon 3D de los fotobiorreactores para calcular las
hidrodinamicas y parametros reologicos con la que trabajan los dos sistemas.

MATERIALES Y METODOS

Microalga

Se utilizo la microalga Chlorococcum sp. (Meneghini 1842) pertenece a la familia Chlorococcaceae,
orden Chlamynomonadales, clase Chlorophyceae, phylum Chlorophyta (Guiry & Guiry, 2014). Fue aislada
e identificada por Escobar-Pacheco (2023) de una laguna de lixiviados de un relleno sanitario de la ciudad
de Tuxtla Gutiérrez bajo las siguientes condiciones 29.12°C y pH 7.6. La microalga Chlorococcum también
se caracteriza por ser frecuentemente aislada de la superficie del suelo y presentar gran resistencia a sequias,
estrés salino y amplio rango de pH, entre 2 y 10 (Klochkova et al., 2006; Lee, 2008). Liu & Lee (2000)
reportaron la capacidad que tiene Chlorococcum sp. de acumular carotenoides bajo condiciones estresantes
de nutrientes, pH, salinidad e iluminacion.
FBR de tanque agitado

En el fotobiorreactor de agitacion magnética se us6 2.5 L de medio de cultivo sintético a un pH de 7.6,
una temperatura de 25°C, un fotoperiodo de luz/oscuridad 12:12 iluminados con lamparas led con una
irradiancia de 46 umol/m’s, y una agitaciéon de 600 rpm (Figura 1).

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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Figura 1. Fotobiorreactor de agitacion magnética.

Se utiliz6 el medio BBM vy el fertilizante triple 18, donde se cuantifico la formacion de biomasa de manera
diaria por un periodo de 13 dias por la técnica de conteo directo empleando una camara de Neubauer marca
Hauser modelo BL0010 extrayendo 200 mL de muestra y analizando en el microscopio con objetivo de
40X, para el conteo celular, la concentracion celular se determind con la formula (Arredondo Vega &
Voltolina, 2007):

C = N x 104dil (1)
Cuantificacion de pigmentos

La cuantificacion se relalizo por metodo espectrofotometrico. Se centrifugaron 5 ml de cultivo a 4000 rpm
en 15 min, a la pasta celular obtenida se le adiciono 5 mL de metanol y se calent6 a 60 °C por 10 min en
bafio maria Las muestras se refrigeraron por 24 horas en completa oscuridad y se prosiguio a centrifugar
por 10 min a 3500 rpm. Los sobrenadantes obtenidos se aforaron al volumen original de 5 mL y se midio
su absorbancia a 470, 653 y 666 nm de longitud de onda. La cantidad de clorofila se calcul6 mediante las
siguientes formulas (Lichtenthaler Hartmut K. & Wellburn, 1983):

Ca = 15.65 * Asss — 7.34 * Ass3 (2)

Cpo = 27.05 * Ags3 — 11.21 * Asss (3)

__1000%A470=2.86%C3-129.2xCp

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/




Revista Digital Tec Tuxtla
Volumen especial del Doctorado en Ciencias
de los Alimentos y Biotecnologia

4

NACIONAL DE MEXICO E\

ST,
& <
TECNOLOGICO *\° .

g
<
4
MR

< 1
QUTIERR(/

Dindmica computacional de fluidos

Para el proceso de modelado computacional se siguieron los siguientes pasos:
Seleccion del tipo de estudio.

Construccion del modelo fisico del sistema.

Generacion del mallado.

Resolucion: Las ecuaciones se resuelven de forma iterativa.

Do

. Post-procesamiento
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Para la seleccion del tipo de estudio se selecciond estacionario e hidrodinamica, el tipo de estudio fue

flujo turbulento con el método k-&.

Las simulaciones hidrodindmicas en 3D se realizaron con en el software COMSOL Multiphysic version

6.0. Donde se consideraron las dimensiones del FBR deacuerdo a los datos en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros geométricos y reologicos del reactor de tanque agitado empleadas en la

simulacion.
Variable Valor Descripcion

Ht 03m Altura del tanque

Rt 0.0975 m Radio del tanque
Re t 0.015m Redondeo del tanque

Ra 0.0045 m Radio del agitador

La 0.07m longitud del agitador
Rdg 0.05 m Radio del dominio giratorio
Hdg 0.02m Altura del dominio giratorio

f 8335 Frecuencia

Las simulaciones se realizaron con agua liquida (p = 998.2 kg/m®, p = 1.003x10° Pa‘s) como fase

continua. El modelo se desarrollo bajo las suposiciones de:

1. Fluido newtoniano: El fluido agua se modeld6 como newtoniano, con esfuerzo cortante

proporcional a la tasa de deformacion.

2. Agitacion idealizada: Velocidad angular uniforme, despreciando irregularidades en el

acoplamiento magnético.

3. Propiedades isotropicas: Viscosidad, densidad y tension superficial se tomaron como uniformes,

despreciando variaciones por temperatura o concentracion.

4. Gravedad constante: Se consideré el campo gravitatorio uniforme, con valor de 9.81 m/s” en

direccion vertical.

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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Modelos fisicos y ecuaciones gobernantes

El balance de momentum es regido por las ecuaciones de Navie-Stokes, y la conservacion de la masa es
regida por la ecuacion de continuidad. Los efectos de turbulencia son modelados usando el modelo de dos
ecuaciones K—¢ con restricciones de realizabilidad (COMSOL, 2022).

En flujos monofasicos se basa en las ecuaciones de Navie-Stokes, su forma general se escriba de la
siguiente manera (Marquez Baifios, 2021):

+pV-u=0 (5
at
p%+p(u Vu=V--—pl+ (u+p, )1Vu+ (Vu)’23 + F (6)
t

Donde p es la densidad del fluido, u es el vector de velocidad, F es el vector de fuerzas de volumen, Ies
la matriz identidad,u es la viscosidad del fluido, y ur es la viscosidad turbulenta. El superindice T indica
que es la transpuesta del vector y el “-” indica un producto punto vectorial.

El modelo k-¢ estandar introduce dos ecuaciones de transporte adicionales y dos variables dependientes:
la energia cinética turbulenta, «, y la tasa de disipacion de la energia de turbulencia «.

La viscosidad turbulenta es calculada por (Zhang et al., 2006).

p=pCx (7)
T L pg

Donde C, es una constante del modelo.

La ecuacion de transporte para k es:

pd+pu-Vk=V-DEu+ #FVkH + P, — pe (8)
ot Ok
La ecuacion de transporte de la variable € es:
p¥s+pu-Ve=V-DEu+#TFVeH+C sP —C pS 9

at s le K s2 K

Las constantes C,, C;1, Ce2, 0%, 0¢, de las ecuaciones anteriores se determinan a partir de datos experimentales,

teniendo los siguientes valores: 0.09, 1.44, 1.92, 1.0, 1.3, respectivamente (Wilcox, 1998).

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética de crecimiento
Se evalud el crecimiento de Chlorococcum sp en un periodo de 13 dias, la biomasa maxima fue de
7.44x10° cel/mL. En la figura 2 se observa que del dia 4 al 5 tuvo un incremento exponencial, pero entre el
dia 6 y 12 descendi6 la produccion de biomasa manteniéndose el crecimiento en fase estacionaria en esos
dias, hasta incrementarse en el dia 13.

9.00E+06
8.00E+06
7.00E+06
6.00E+06
5.00E+06
4.00E+06

Biomasa (cel/mL)

3.00E+06
2.00E+06
1.00E+06

0.00E+00
0 2 -4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 2. Cinética de crecimiento de Chlorococcum sp en medio BBM con fertilizante triple 18-18-18.

Las constantes de velocidad especifican de crecimiento, tiempo de duplicacion y produccion de lipidos
fueron:
1 =0.1278 dias™

td = 5.42369 dias
Lipidos = 67.7 mg/L

Pigmentos fotosintéticos

La produccion maxima de clorofila a, b y carotenoides fue 2.6487 pg/mL, 1.5345 pg/mL y 1.203 pg/mL
respectivamente. En la figura 3 se observa que la produccion de clorofila a tuvo un decrecimiento notable
entre el dia 5 y el dia 9, hasta después de ese dia tener otro decrecimiento menor y paulatinamente descender
su produccion. Con la clorofila b también tuvo decrecimientos notables en el dia 2, 6 y 13 en su produccion,
la produccion de carotenoides fue la produccion que se mantuvo mas constante.

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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—8—clorofila
a(ug/mL)

—8— clorofila
b(ug/mL)

o

clorofila
x+c(ug/mL)

clorofila (pg/mL)

12 14 16

8
Tiempo (dias)

Figura 3. Cinética de produccion de pigmentos fotosintéticos de Chlorococcum sp en medio BBM con fertilizante
triple 18-18-18.

Hidrodinamica del fotobiorreactor de tanque

Los patrones de flujo de velocidad se presentan en la figura 4, donde se dividio el grafico en cuatro
cortes para visibilizar el incremento y descenso de la velocidad en la parte inferior, intermedia y en la parte
superior del tanque. Al ser un agitador magnético colocado de forma horizontal en el fondo del tanque, se
produce un flujo rotacional, los vectores siguen un a solo direccion en todo el tanque de forma organizada.
La velocidad maxima que alcanzan los vectores es de 0.31 m/s, la velocidad en el centro es casi nula sin
tener agrupacion de vectores en dicha posicion, teniendo una velocidad entre un rango de 0.25-0.2 m/s. esto
es debido a la formacion del vortice en el centro como consecuencia del flujo rotacional del agitador. En el
corte superior la velocidad alcanza su punto mas bajo de 0.03 m/s en el centro mientras que alrededor se
observa una magnitud de 0.29 m/s.
Para visualizar la direccion del flujo en el tanque se uso un aperlante en polvo que al mezclarlo con el
agua forma una mezcla homogénea en la que se distinguen las corrientes del flujo del vortice como se
observa en la figura

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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En la figura 5, se presenta el grafico de la simulacion del vortice en el tanque dibujado con lineas de
corriente. Se observa que la parte superior se forma un remolino indicando que es la zona donde hay mayor
turbulencia. A medida que desciende el remolino se va disipando hasta formar el vortice en todo el centro
del tanque. También se observan unas pequeiias lineas de corriente dispersas en las paredes. En la validacion
experimental, primero se observo la formacion del vortice en el tanque a una velocidad 600 rpm como se
muestra en la figura 5. En comparacion con la simulacion de las lineas de corriente el vortice es mas ancho

y desproporcionado en su dimension.

0.05

Figura 5. Lineas de corriente del campo de velocidad.
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Para visualizar la direccion del flujo en el tanque se us6 un aperlante en polvo que al mezclarlo con el
agua forma una mezcla homogénea en la que se distinguen las corrientes del flujo del vortice como se
observa en la figura 6. La cual permite observar de manera experimental las lineas de corriente generadas
dentro del FBR, al cual al ser comparado con la simulacion se verifico que las corrientes se originan desde
el impulsor con direccion rotacional hacia la izquierda, al igual se observa una acumulacion de corrientes
en la altura media del FBR, como fue descrito en las simulaciones.

Figura 6. Lineas de corriente del campo de velocidad.

CONCLUSIONES

Se realiz6 las cinéticas de crecimiento del cultivo de Chlorococcum sp., cultivado en FBR de tanque
con agitacion magnética a 600 rpm. Los resultados en el FBR muestran la capacidad de la microalga a
adaptarse a la presencia de diferentes compuestos como en este planteamiento a fertilizantes como triple 18,
donde podria estar realizandose la degradacion de los compuestos que contiene (NKP), por lo que existen
procesos adaptativos donde la microalga puede crecer y realizar procesos metabolicos en presencia de estos
compuestos para este estudio los resultados muestran una biomasa maxima de 0.8x107 cel/mL, clorofila a
y b de 2.64 y 1.53 pg/mL, un contenido de carotenoides de 1.203 pg/mL, y 67.7 mg de lipidos totales, por
lo cual es viable en un futuro emplear el uso de microalgas para el proceso de tratamiento de aguas con
cargas organicas muy altas, como en el caso de aguas empleadas en sistemas de riego y con esto mitigar el
proceso de eutrofizacion de cuerpo de agua.

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
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Por parte de la simulacion los resultados obtenidos permiten concluir que el analisis hidrodinamico del
fotobiorreactor (FBR) de tanque agitado, realizado mediante simulacion numérica en COMSOL
Multiphysics 6.0, reproduce adecuadamente el comportamiento experimental del sistema. La aplicacion de
las fisicas correspondientes Two-Phase Flow, Rotating Machinery y Level Set, asi como el ajuste de
condiciones iniciales y parametros operativos, permitié generar campos de velocidad confiables, incluyendo
perfiles tridimensionales, magnitud de la velocidad y lineas de corriente. En el modelo simulado se
identificaron patrones de flujo consistentes con la agitacion inducida por la barra magnética, destacando
zonas de mayor cizalla, recirculacion superior e intensidad de mezcla en torno a la region de la interfase
aire-liquido.

De manera complementaria, la validacion experimental mediante trazadores (aperlante) permitio
visualizar las trayectorias reales del flujo dentro del FBR, evidenciando una distribucion del movimiento
del fluido analoga a la prevista por las simulaciones. La similitud observada entre ambos enfoques confirma
que el modelo numérico es adecuado para describir la dinamica interna del reactor bajo las condiciones
operativas evaluadas, y establece una base solida para estudios posteriores enfocados en transferencia de
masa, dispersion de contaminantes y optimizacion geométrica del sistema.
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RESUMEN

Los lagos son ecosistemas de gran relevancia ecoldgica y social, sin embargo, ante la presion
antropogénica y los cambios ambientales han generado procesos de degradacion que afectan su calidad y
funcionamiento. Con el objetivo de comprender la influencia de pardmetros fisicoquimicos en la dinamica
de nutrientes, se evalud la columna de agua del lago La Encantada en el Parque Nacional Lagunas de
Montebello, Chiapas, mediante la determinacion de temperatura, pH, potencial redox y concentracion de
fosfatos en columna de agua a diferentes profundidades. Se empleod un disefio experimental completamente
al azar y los fosfatos se cuantificaron por espectrofotometria. Los resultados mostraron un gradiente vertical
caracterizado por mayores valores de temperatura y pH en superficie, que disminuyeron con la profundidad,
mientras que el fosfato presentd el patrén opuesto con concentraciones superficiales bajas (0.018-0.019
mg/L) y valores maximos en el hipolimnion (0.127 mg/L). El potencial redox se mantuvo en valores
negativos en toda la columna, evidenciando condiciones reductoras. Los resultados confirman la existencia
de un proceso de carga interna de fosfatos, en el que la liberacion de estos compuestos se da desde los
sedimentos bajo condiciones anoxicas y reductoras, lo cual constituye una fuente significativa de nutrientes
para la columna de agua. En conclusion, la estratificacion térmica y quimica del lago La Encantada regula
la dinamica del fosforo, lo que representa un factor critico para su productividad y balance ecoldégico como
los cambios en la coloracion, ademéas de aportar informacion valiosa para la gestion y conservacion de
ecosistemas lacustres karsticos.

Palabras clave: columna de agua, fosfatos disueltos, pH, temperatura.

INTRODUCCION

Los sistemas lacustres son ecosistemas esenciales como fuentes de agua dulce para consumo humano, la
ganaderia o la agricultura. Ademas de regular el clima local y global, estos ecosistemas pueden albergar una
rica biodiversidad y oportunidades econdmicas a través del turismo y actividades como la pesca. Sin
embargo, la demanda creciente de los recursos naturales ha llevado a la degradacion de los lagos, sin poder
restaurar exitosamente los dafios ocasionados en los lagos (Poikane et al., 2024).

Es importante comprender que los lagos estan estrechamente entrelazados con la produccion y los medios
de vida humanos, sin embargo, enfrentan vulnerabilidades en el suministro de recursos hidricos. Debido a
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las propiedades de expansion y contraccion térmica del agua, los cambios en las condiciones ambientales
externas generan variaciones en el almacenamiento de temperatura en los lagos. Esto provoca diferencias
de densidad y la formacion de una estructura térmica estratificada, con capas superficiales mas calidas y
capas profundas mas frias (Imdad et al., 2025).

Los procesos de estratificacion y mezcla en los lagos desempefian un papel clave en el transporte de gases
y energia a lo largo de la columna de agua, también pueden influir en las interacciones agua-atmosfera
(Wang et al., 2023). La estratificacion térmica estacional divide a los lagos en tres zonas principales:
epilimnion, metalimnion e hipolimnion (Boegman, 2022).

La concentracion de oxigeno disuelto resulta esencial para mantener la calidad del agua del lago y el
equilibrio del ecosistema, las reacciones redox y el reciclaje de la materia orgénica (Ladwig et al., 2021). El
epilimnion, conocido como la capa de mezcla caracterizada por una distribucion homogénea de temperatura
y sustancias volatiles como gases, recircula ocasionalmente debido a fendmenos de viento o periodos de
temperaturas mas bajas durante el periodo de estratificacion, en esta capa superficial puede actuar como una
fuente neta de oxigeno (Boehrer & Schultze, 2008). El metalimnion, conocido también como zona
termoclina, donde la temperatura disminuye rapidamente con la profundidad, podria retardar la transferencia
de gas, energia y materia entre las zonas del epilimnion superior y el hipolimnion inferior. Por otra parte, el
hipolimnion es la capa inferior (zonas mas profundas) de los lagos, en la cual el oxigeno disuelto se agota
por la mineralizacion de materia organica en la columna de agua y la demanda de oxigeno de los sedimentos,
el agotamiento de oxigeno en el hipolimnion resulta en hipoxia y anoxia. En muchos lagos eutrofizados, el
agotamiento del oxigeno en la capa inferior (hipolimnion) ocurre anualmente durante la estratificacion de
verano (Ladwig et al., 2021). En esta zona pueden ocurrir procesos bioquimicos con potencial
biotecnologicos, como la metanogénesis, oxidacion anaerdbica de metano, fijacion de nitrogeno,
desnitrificacion, anamox, remocion o eliminacion de contaminantes entre otros. Se ha evidenciado que los
pardmetros fisicoquimicos pueden influenciar en las comunidades microbianas, ciclo de nutrientes y
potencial funcional. Estudiar estos sitios resulta de interés en vista de

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo

El area de estudio es la laguna “La Encantada” en el Parque Nacional Lagunas de Montebello (PNLM), la
cual se ubica en el municipio Trinitaria en el estado de Chiapas bajo las coordenadas 16°07°13” N y
91°43°42” W. Los lagos del Parque Nacional Lagunas de Montebello (PNLM) son un complejo de origen
karstico. La principal fuente de alimento de las lagunas es subterranea. Con una superficie total de 545 km2,
el PNLM esta comprendido por la Region Hidrologica Nacional No. 30 Grijalva-Usumacinta y forma una
porcion de la cuenca del Rio Grande de Comitan, la cual también forma una porcion de la cuenca del Rio
Lacantan (CONANP-SEMARNAT, 2007).

Caracterizacion fisicoquimica de las muestras

La temperatura, conductividad eléctrica fueron determinados in situ con un equipo portatil AZ® 86031 y el
pH con un equipo portatil Marca HANNA® modelo HI98129 (Merck®, Kenilworth, NJ, U.S.A.). Con
algunas modificaciones, los fosfatos disueltos se determinaron mediante espectrofotometria, segiin lo
descrito por Murphy y Riley (1962). Brevemente, se prepararon soluciones de acido sulftirico 5N; se
midieron 35,29 mL de H.SO. y se diluyeron en 250 mL de agua destilada y molibdato de amonio; se
disolvieron 4 g de molibdato de amonio y se diluyeron en 100 mL. Tartrato de antimonio y potasio: se
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disolvieron 0,1372 g de este tartrato y se afiadieron a 50 mL de agua destilada. Acido ascorbico 0,1 M: se
disolvieron 0,528 g de acido ascorbico en 30 mL de agua (esta solucion se prepard el mismo dia de la
determinacion porque se oxida facilmente). La solucion estandar de fosfato de 40 mg/L se realizé con 0,1757
g de fosfato monopotasico (KH,POs) en un litro de agua destilada. La preparacion de los reactivos se realizo
el mismo dia en que se realizo la determinacion (no se recomienda mantener la mezcla de la solucion por
mas de 24 horas), consecuentemente se midié 48 mL de H.SO. 5N, 14.4 mL de molibdato de amonio, 28.8
mL de &cido ascorbico 0.1M y 4.8 mL de tartrato de antimonio y potasio, finalmente se agitd la mezcla para
homogeneizar. La curva patron se realizd a partir del patron de fosfato de 40 mg/L considerando las
siguientes concentraciones 0.03, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/L y se realizé por triplicado. El procedimiento
para la determinacion de fosfatos se realizo de la siguiente manera, en un tubo de ensayo se midio 8.4 ml de
muestras de agua y se agreg6 1.6 ml del mix de los reactivos. Se incubo la reaccion al menos 10 minutos y
se realizo la lectura de fosfatos disueltos a una longitud de onda de 882 nm con un espectrofotdémetro marca
HACH®, modelo DR 5000.

Analisis de datos

Se empled un disefio de experimento completamente al azar. La comparaciones se realizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) simple y las diferencias significativas se calcularon utilizando la diferencia
menos significativa (Tukey HDS) en Statgraphics Centurion X VI (Statgraphics Technologies, Inc., VA, EE.
UU.) con un 95% de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron que el pH oscilé en un rango de 7.53 a 8.53 en las columnas de agua, observando
cambios significativos a entre las diferentes profundidades, disminuyendo a mayor profundidad (Tabla 1).
De igual forma, la temperatura mostré un comportamiento similar, siendo mayor en superficie (Om) y menor
en las zonas mas profundas (20 m), encontrandose en un rango de 19.77 °C a 26.20 °C. Por el contrario, los
fosfatos disueltos mostraron un comportamiento inverso, encontrandose menores concentraciones en la
superficie (0.018 mg/L) y mayores en las zonas mas profundas (0.127 mg/L). En cuanto al potencial redox,
se encontré en un rango de -28.23 mV a -88.50 mV, sin mostrar un comportamiento especial. Estos
resultados nos muestras los cambios que pueden ocurrir en la columna de agua y como estos pueden influir
en las funciones y rol ecologico en los lagos.

La temperatura y el pH del La Encantada fue mayor en la superficie, en contraste con las zonas mas
profundas donde la temperatura fue menor (Tabla 1). Este comportamiento puede explicarse tal como ha
sido identificado donde, la exposicion directa de la luz solar y a una mayor cantidad de organismos en la
superficie favorece la fotosintesis, por lo cual al haber mayor fuente de consumo de CO», a los Om y 10 m
se obtuvieron los valores mas altos de pH en el lago la Encantada, sin embargo, al ir aumentando la
profundidad estos recursos también disminuyen gradualmente obteniéndose pH mas bajos (Chang et al.,
2022). Nuestros resultados son congruentes con lo encontrado con Chang et al. (2022) en el lago Lugu,
donde encontraron el valor del pH del lago en columna de agua fue ligeramente alcalino, debido a la alta
intensidad de luz en la superficie, donde muchos organismos acuaticos, por ende, la fotosintesis fue fuerte
y consumi6 una gran cantidad de CO, lo que resultod en valor mas alto de pH del agua de la superficie. Asi
mismo, el pH disminuyd en el agua inferior. Los valores del pH de 0 a 20m de profundidad, fue
relativamente estable, entre 8.4 y 8.8, y disminuy6 después de los 20m de profundidad. El aumento de
temperatura en la parte superior del lago se debe a que en una estacion célida existe un incremento de la
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temperatura del aire, lo cual provoca que el agua cerca de la superficie aumente su temperatura lo que resulta

en estratificacion (Koue et al., 2018).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos (mg/L) determinados en columnas de agua (0 a 20 metros de
profundidad) del lago "La Encantada" en el PNLM.

pH Temperatura (°C) ORP (mV) PO4(mg/L)
Sitio 1 (metros)
0 8.53a 26.20a -88.50e 0.018c
10 7.53¢ 20.03g -31.30cd 0.012ab
15 7.56cde 19.87h -30.41bc 0.088ab
20 7.58cd 19.77h -28.90a 0.092ab
Sitio 2 (metros)
0 8.53a 25.03c -83.33¢ 0.018c
10 7.65b 21.57d -31.33cd 0.076b
15 7.56cde 20.87e -28.23a 0.085ab
20 7.57cde 20.53f -28.80a 0.081ab
Sitio 3 (metros)
0 8.50a 25.40b -84.07¢ 0.019¢
10 7.54de 20.30f -28.33a 0.093ab
15 7.61bc 2047 -32.30d 0.097ab
20 7.59¢ 20.07g -30.03b 0.127a
Tukey 0.044 0.147 1.112 0.049

Letras mintisculas: Comparacion de medias entre las diferentes profundidades. Las cantidades son promedio
de 3 repeticiones. Las diferencias estadisticas se obtuvieron mediante analisis de multiples rangos utilizando
el método de Tukey HDS con un 95% de confiabilidad.

Por otro lado, de otofio a invierno la temperatura del aire desciende y enfria la temperatura del agua
en la capa superficial, motivo por el cual el agua de la capa superficial alcanza las temperaturas de las capas
inferiores. Ademas, en invierno, la temperatura del aire es mucho menor que la del agua en todas las capas,

por lo que la temperatura del agua en la capa inferior se enfria por debajo de la del verano (Anderson et al.,
2021).

En el lago “La Encantada” se observa un patron claro de aumento de fosfato con la profundidad.
Los valores superficiales a 0 metros son bajos, en torno a 0.018-0.019 mg/L, mientras que a 20 metros
ascienden hasta 0.127 mg/L, sobre todo en el Sitio 3. Este comportamiento refleja un proceso caracteristico
de lagos estratificados donde la combinacion de condiciones fisicoquimicas, como el pH, el potencial redox
y la temperatura, determinan la dindmica del fosforo en la columna de agua. Se ha identificado en otros
lagos eutroficos que, bajo condiciones andxicas en el hipolimnion, los 6xidos de hierro y manganeso se
reducen y liberan el fosfato adsorbido, lo que explica la acumulacion en las capas profundas (Niirnberg,
2009). Ademas, se ha identificado que este proceso de carga interna constituye una de las principales fuentes
de fosforo para la columna de agua, incluso en sistemas con control externo de nutrientes. En nuestros datos,
el ORP negativo a lo largo de toda la columna refuerza la hipdtesis de condiciones reductoras que favorecen
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este mecanismo (Orihel et al., 2017). Por otro lado, el bajo contenido de fosfato en superficie se asocia a
procesos de coprecipitacion con calcita impulsados por la fotosintesis en aguas alcalinas, lo cual coincide
con el pH elevado de ~8.5 registrado en la capa superficial. Estudios recientes en lagos ricos en depdsito de
carbono confirman que, bajo alta alcalinidad, la saturacion con CaCOs inmoviliza el fésforo en el epilimnion
(Escoffier et al., 2023). De esta forma, la combinacion de retencién superficial por calcita y liberacion
profunda por reduccion de Fe explica el fuerte gradiente vertical de fosfato que obtuvimos en nuestro
estudio. Estos resultados son relevantes porque indican que el fosforo acumulado en el hipolimnion puede
reincorporarse a la zona fotica durante los eventos de mezcla lo que podria favorecer la floracion de
fitoplancton, cianobacterias y cambios en la estructura trofica de los lagos (Yankova et al., 2017). Estudios
recientes en el Parque Nacional Lagunas de Montebello muestran que la dinamica microbiana y las
condiciones troficas de los lagos estan estrechamente ligadas a estos gradientes de nutrientes (Alegria-
Gomez et al., 2023). Por lo tanto, los resultados obtenidos evidencian un proceso activo de carga interna
que, junto con el pH y el potencial redox, regulan la disponibilidad de fosforo en la columna de agua y debe
considerarse como un factor critico tanto en el funcionamiento ecologico del lago como en el disefio de
estrategias de conservacion.

CONCLUSIONES

Las condiciones fisicoquimicas evaluadas en la columna de agua del lago La Encantada evidencian una
marcada estratificacion térmica y quimica que influye de manera directa en la dindmica de nutrientes,
observandose que la temperatura y el pH son mayores en la superficie y disminuyen conforme aumenta la
profundidad, mientras que los fosfatos muestran un comportamiento inverso, con concentraciones mas altas
en el hipolimnion asociadas a procesos de liberacion interna desde los sedimentos bajo condiciones
reductoras. El potencial redox negativo a lo largo de la columna refuerza este comportamiento y confirma
la existencia de microambientes anoxicos que favorecen la solubilizacion de fosforo, lo cual representa un
aporte interno significativo para la productividad del lago. Los resultados permiten concluir que la
interaccion entre estratificacion, condiciones redox y procesos geoquimicos de fosforo determinan la
distribucion vertical de nutrientes, y que el lago La Encantada presenta un proceso activo de carga interna
de fosforo que constituye un factor clave en su funcionamiento ecoldgico y repercute en la coloracion de
los lagos, aportando al conocimiento sobre el rol de los sedimentos y la columna de agua en la regulacion
de la calidad y la dinamica trofica de los ecosistemas lacustres karsticos.
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RESUMEN

En este estudio, se extrajo celulosa a partir de semillas de mango y se realizé su derivatizacion
quimica para obtener acetato de celulosa (CA) y sulfato de celulosa (SC), con el objetivo de
desarrollar materiales de alto valor afiadido a partir de recursos renovables. La sintesis de CA se llevo
a cabo mediante acetilacion heterogénea, empleando anhidrido acético como agente acetilante,
mientras que la obtencion de SC se efectud utilizando 4cido clorosulfénico como agente sulfatante.
Los productos derivados se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), analisis elemental, difraccion de rayos X (DRX), analisis termogravimétrico (TGA)
y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los espectros FTIR confirmaron la incorporacion exitosa
de los grupos acetilo y sulfato a la estructura de la celulosa, con grados de sustitucion de 2.89 y 0.77,
respectivamente. La DRX evidenci6 una disminucion de la cristalinidad hasta un 35.20 % en ambos
derivados, mientras que los andlisis térmicos mostraron una mayor estabilidad térmica, con
temperaturas de degradacion de 343 °C para CA y 346 °C para SC.

Estos hallazgos demuestran el potencial de la celulosa proveniente de semillas de mango como
materia prima renovable para la produccion de polimeros con mayor solubilidad y estabilidad térmica,
posicionandola como una alternativa prometedora para aplicaciones en diversos campos.

Palabras clave: Derivatizacion quimica, residuos, biopolimeros, valorizacion.

INTRODUCCION

La celulosa es el polisacarido mas abundante en la Tierra y constituye el componente principal de la pared
celular en plantas, algas y hongos, representando entre el 35 % y el 50 % de estas fibras naturales (Bamba
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et al., 2023; Pinto et al., 2022). Se trata de un homopolimero lineal de formula (CsH10Os),, en el que las
unidades de anhidroglucosa estan enlazadas mediante enlaces glicosidicos B-(1,4). Gracias a sus
propiedades versatiles como bajo peso, no toxicidad, resistencia mecanica, naturaleza hidrofila e
higroscopica, biodegradabilidad y reciclabilidad, la celulosa es adecuada para multiples aplicaciones, que
incluyen la industria alimentaria, la fabricacion de textiles y papel, el tratamiento de aguas y su uso como
biomaterial (Baghel et al., 2021; Kamel & Khattab, 2020).

Sin embargo, el uso extensivo de la celulosa en sectores como la agricultura, la silvicultura y la
industria papelera genera anualmente volumenes considerables de residuos lignocelulosicos. Se estima que
cada afio se producen mas de 2 Gt de estos desechos, los cuales, en su mayoria, carecen de una gestion
adecuada, contribuyendo significativamente a problematicas ambientales (Bamba et al., 2023; Pinto et al.,
2022). Una fraccion considerable de estos residuos es eliminada de forma no regulada, ocasionando
fendmenos de eutrofizacion en aguas superficiales y subterraneas. De forma aun mas critica, una gran
proporcion es incinerada como combustible, liberando cantidades sustanciales de gases de efecto
invernadero; se calcula que el CO: emitido por esta practica representa aproximadamente el 18 % de las
emisiones globales totales (Xu et al., 2021).

Sin embargo, su escasa solubilidad en diversos disolventes organicos ha limitado significativamente
su rango de aplicaciones potenciales (Ribeiro et al., 2019; Tiwari et al., 2019). En este contexto, la
modificacion quimica de la biomasa lignoceluldsica mediante la incorporacion de grupos funcionales de
bajo peso molecular constituye una estrategia eficaz para mejorar su solubilidad y, en consecuencia, ampliar
su rango de aplicaciones potenciales (Hamza, 2017) y transformarlos en polimeros de alto valor afiadido,
contribuyendo asi a mitigar las principales problematicas ambientales globales derivadas de la
contaminacion por plasticos sintéticos. En particular, las aplicaciones de la celulosa y sus diversos derivados
han suscitado creciente interés debido a sus propiedades intrinsecas, tales como biodegradabilidad,
biocompatibilidad y sostenibilidad (Shaikh et al., 2022).

Resulta fundamental explorar nuevas fuentes de recuperacion y reciclaje de celulosa, asi como
evaluar la viabilidad de su transformacion en derivados de alto valor afiadido, tales como el sulfato de
celulosa y el acetato de celulosa (Kouadri et al., 2023). El acetato de celulosa (AC) constituye uno de los
derivados mas relevantes de la celulosa, caracterizandose por su durabilidad, costo competitivo,
termoplasticidad, biocompatibilidad, elevada transparencia optica y rigidez mecanica (Lakra et al., 2021;
Lukanina et al., 2018; Rajeswari et al., 2020; Tedeschi et al., 2018). Por estas razones, el acetato de celulosa
ha sido ampliamente empleado en diversas aplicaciones, tales como productos médicos y farmacéuticos
(apositos para heridas, sustitutos dérmicos y andamios tisulares para promover la cicatrizacion),
recubrimientos y bioplasticos, membranas de filtracion para distintos procesos de separacion (dialisis,
hemodialisis, separacion de gases, ultrafiltracion y 6smosis inversa), asi como en la fabricacion de peliculas,
fibras, filtros, envases de alimentos, aditivos alimentarios, textiles, cigarrillos, papel y otros productos
industriales (dos Santos et al., 2021; Kouadri et al., 2023).

El sulfato de celulosa (SC) es un éster obtenido mediante sulfatacion, cuya modificacion confiere a
la molécula una estructura analoga a la de los glucosaminoglucanos (GAG), favoreciendo la unién de
factores de crecimiento y la formacion de tejido cartilaginoso. En comparacion con la celulosa nativa, el SC
presenta mayor solubilidad en agua y exhibe propiedades biocompatibles, asi como actividad antiviral,
antibacteriana, antimicrobiana y anticoagulante (Oprea & Voicu, 2020; Palaninathan et al., 2018; Torlopov
et al., 2020). Estas propiedades convierten al sulfato de celulosa en un material altamente prometedor para
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aplicaciones biomédicas, incluyendo recubrimientos hemocompatibles, implantes solidos, andamios para
ingenieria de tejidos e hidrogeles, asi como en bioimpresion (Strétz et al., 2020).

El aprovechamiento de residuos agroindustriales, como los generados por el mango (Mangifera
indica L.), uno de los cultivos frutales mas productivos en M¢éxico con 2,485,545 toneladas anuales
(FAOSTAT, 2022), representa una estrategia sostenible para mitigar el impacto ambiental. En particular,
las semillas de mango, ricas en celulosa, constituyen un recurso subutilizado que, al igual que otros residuos
agroindustriales por ejemplo, cascaras de cebolla o zanahoria, puede transformarse en productos de alto
valor afadido mediante procesos de valorizacion quimica y biotecnologica (Hernandez-Varela et al., 2020).
En particular, el mango se posiciona entre los cultivos frutales de mayor relevancia productiva en México,
con una produccion aproximada de 2,485,545 toneladas anuales (Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, 2018). No obstante, la elevada produccion, sumada a la limitada apertura de los mercados
nacionales e internacionales y a la incidencia de plagas, ha propiciado un aumento significativo de los
residuos postcosecha, constituyendo un problema tanto ambiental como econdmico (Coelho et al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo de este proyecto es sintetizar acetato y sulfato de celulosa a partir de
semillas de mango mediante procesos de derivatizacion quimica, evaluando sus propiedades fisicas,
quimicas y térmicas en comparacion con la celulosa nativa. Este enfoque pretende desarrollar polimeros
alternativos sostenibles, promoviendo una economia circular que contribuya a mitigar los impactos
ambientales y econdmicos asociados con los residuos agroindustriales, consolidando la celulosa como un
recurso estratégico para el desarrollo de materiales funcionales y sostenibles.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima

Los frutos de mango (M. indica L.) cv. “Gold” se obtuvieron del huerto “Pueblo Viejo”, ubicado en
la latitud 16.342093 y la longitud -94.180030 en el municipio de San Pedro Tapanatepec, Oaxaca, México.
Para eliminar la pulpa restante de las semillas, estas se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm? y se
mezclaron con NaOH 1 M durante 24 h. Posteriormente, la mezcla se filtrd y se lavd con agua destilada
hasta alcanzar un pH neutro. El material se seco en un horno a 50 °C durante 24 h, se molié en un molino
eléctrico de granos y se tamizo a través de una malla 100, obteniendo un tamafio de particula de 0.149 mm.

Extraccion de la celulosa de semilla de mango

El procedimiento de extraccion consistio en afiadir 100 mL de NaOH al 24.58 % a 3 g de harina de
semilla de mango, agitar la mezcla a 900 rpm con un agitador magnético y mantener la temperatura a 30°C
durante 2 h. Posteriormente, la mezcla se lavo con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro, se filtro y se
sometio a un tratamiento de blanqueo afiadiendo 100 mL de solucion de NaClO al 1.5%, manteniéndola a
la temperatura a 50 °C durante 1 h, con agitacion a 900 rpm. Posteriormente, la mezcla se filtro y se seco a
60 °C. El rendimiento de celulosa (%) se calculé mediante la ecuacion (1).
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Rendimiento (%) = (Peso de la celulosa tratada / Peso de la harina de semilla de mango) x 100

(1

Sintesis de acetato de celulosa (CA) y sulfato de celulosa (CS)

Para la sintesis de acetato de celulosa, se mezclaron 10 g de celulosa con 24 mL de acido acético
glacial en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. La mezcla se agit6 a 37.8 °C durante 1 h. Posteriormente, se
afiadieron 40 mL de acido acético glacial y 0.08 mL de acido sulfurico, manteniendo la agitacion durante
45 min. La mezcla se enfrio a 18.3 °C, y se incorporaron 28 mL de anhidrido acético y 0.6 mL de acido
sulfurico. Posteriormente, se elevo la temperatura a 35 °C y se agitd durante 1.5 h. A continuacion, se agrego
lentamente una solucion de 10 mL de agua y 20 mL de acido acético glacial durante 1 h bajo agitacion
constante. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 24 h y se lavo con agua destilada hasta alcanzar un
pH neutro (7.0) (Hadinata et al., 2019).

Para la sulfatacion, se suspendieron 15 g de celulosa en 750 mL de N, N-dimetilformamida (DMF)
y se agito durante 14 h. La mezcla se calent6 a 50 °C, y se afiadieron 4.5 equivalentes de acido clorosulfonico
por unidad de glucosa de celulosa durante 30 min, manteniendo la agitacion por 5 h. El producto se precipito
con una soluciéon saturada de acetato de sodio-etanol y se lavo tres veces con la misma solucion. El
sobrenadante se lavo con etanol hasta alcanzar un pH de 7.0. El precipitado se disolvio en agua y se purifico
mediante didlisis utilizando una membrana de celulosa (Sigma-Aldrich, 49 mm X 79 mm, tamafio de poro
de 14 kDa) contra 50 volimenes de agua destilada durante 72 h. Finalmente, los productos obtenidos se
liofilizaron (Horikawa et al., 2015; Zeng et al., 2023).

Determinacion del grado de sustitucion (DS) del acetato de celulosa y del sulfato de celulosa

Los espectros de infrarrojo de la celulosa tratada, CA y CS se registraron mediante un
espectrofotometro FTIR Nicolet™ (Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.). Las mediciones se
realizaron en un rango de 650 a 4000 cm™', con una resolucion de 4 cm™ (Kouadri et al., 2023). Las muestras
se analizaron directamente utilizando una celda ATR de diamante.

Los espectros FT-IR se utilizaron para determinar el nivel de acetilacion. Los valores de DS de los
productos de celulosa se evaluaron utilizando las ecuaciones 1 y 2 (Homem & Amorim, 2019) el porcentaje
del grupo acetilo de CA (GA, %) se calculo a partir de los datos FTIR. El cociente entre las absorbancias de
los picos a 1750 cm™, asignadas al estiramiento del enlace CO del éster carbonilico en CA y a 3400 cm™,

asignadas al enlace OH de la celulosa, da como resultado el grado de acetilacion GA (%) segun la ecuacion
1.

GA=43.69 (1 — e-0974K)2153 )

Donde R es el cociente entre la absorbancia de las bandas CO y OH. El grado de sustitucion (GS) se obtiene
a partir del valor del porcentaje de grupos acetilo (% GA) utilizando la ecuacion 2.
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o 162 X %AG
43X 100 — ((43 — 1) X %AG>

(2)

En el contexto de la celulosa, la masa molar del grupo acetilo se establece en 43 g mol™, mientras
que el peso molecular de la unidad de anhidroglucosa es de 162 g mol ™.

Para determinar el grado de sustitucion del sulfato de celulosa, se analizaron los contenidos de
azufre de las muestras utilizando un analizador de combustion elemental modelo Vario Micro Cube
(Elementar, Hanau, Alemania). Se pesaron 5 mg de muestra, que luego se encapsularon en estafio. Se
introdujo al equipo, donde se quemo6 de forma completa e instantanea a 1150°C, utilizando oxigeno y helio
como gas de transporte. El grado de sustitucion (GS) se calculo mediante la ecuacion 3 (Sirvio et al., 2019).

s = $X162.5 ;
~ 3206 —(5X97.10) 3

Donde S representa el contenido de azufre. La masa molar de la unidad de anhidroglucosa se
establece en 162.15 g mol™', mientras que la masa molar del grupo sulfato de amonio es de 97.10 g mol™".

Difraccion de rayos X (XDR)

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras de celulosa, CA y CS se obtuvieron utilizando
un difractometro de polvo (Rigaku, ultima IV, Tokio, Japon) utilizando radiaciéon Cu-Ka como fuente a 44
kV y 300 mA. La radiacion dispersa se detectd en el rango de 26=10-40°, a una velocidad de escaneo de
2°/min (Maryana et al., 2022). El grado de cristalinidad (IC, %) se calcul6 utilizando el método de Segal
(Segal et al., 1959). El indice de cristalinidad (IC, %) se calculo utilizando la ecuacion 4. Donde Ioo es la
intensidad de difraccion maxima (002) a un valor de 20 de aproximadamente 22.2°, mientras que l.n es la
intensidad de difraccion a un valor de 26 de aproximadamente 18°.

Donde Ioo2 es la intensidad de difraccion maxima (002) a un valor de 26 de aproximadamente 22.2°,
mientras que l.m es la intensidad de difraccion a un valor de 26 de aproximadamente 18°.

I, —1,>
CI(%)=(°02 "X 100 (4)
Loz

Analisis termogravimétrico (TGA)

El TGA se realiz6 utilizando un equipo TGA (TA instrument Q500IR, Delaware, EE. UU.).
Aproximadamente 8.5 mg de las muestras nativas y derivatizadas se cargaron en un recipiente de ceramica
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y se calentaron en un rango de 20 a 600 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo atmosfera
de nitrogeno. La pérdida de peso de las muestras se registrd en funcion de la temperatura y se caracterizo
mediante una curva TG. La curva termogravimétrica derivada (DTG) se utiliz6 para enfatizar la zona de
temperatura donde ocurrio cada fendmeno (Isola et al., 2024).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El comportamiento térmico de las muestras de celulosa y sus derivados se evalud6 mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC) (TA instrument, DSC Q-2000, Delaware, EE. UU.). Las muestras
(~1 mg) se colocaron en recipientes de alumina y se realizaron analisis en 3 ciclos de calentamiento para
eliminar la sefial de evaporacion de agua y compuestos volatiles, el primero de 25 a 120°C, posteriormente
se enfrio a 25°C y finalmente de 25°C a 300°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min bajo
atmosfera de nitrogeno (Lopez-Calderon et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del grado de sustitucion (DS) del acetato y sulfato de celulosa

El espectro FTIR de la celulosa sulfatada obtenida a partir de semillas de mango (Figura 1), revela
caracteristicas distintivas que confirman la modificacion quimica de la celulosa. Las sefiales observadas a
3400 cm™ y 2900 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento de los grupos O-H y C-H,
respectivamente (Bamba et al., 2023; Shaikh et al., 2022). Ademas, se observaron bandas a 1240 cm 'y 813
cm™!, correspondientes al estiramiento asimétrico de O=S=0 y al estiramiento C—O-S, respectivamente.
Estas sefiales, ausentes en el espectro de la celulosa nativa, confirman la sulfatacion exitosa de la molécula
(Sirvid et al., 2019). La banda a 1640 cm™ indica la presencia de agua, y su intensidad sugiere una mayor
hidrofilicidad del compuesto, atribuible a la incorporacion de grupos sulfato en la estructura de la celulosa.
Por otro lado, el pico cercano a 2895 cm™ se asocia con la vibracion de estiramiento de los grupos sulfato
ligados a C-H (Song et al., 2018). La disminucion de la intensidad de este pico, en comparacion con la
celulosa no modificada, refleja la unioén de los grupos sulfato (Horikawa et al., 2015; Muhitdinov et al.,
2019).

Para el espectro FTIR del acetato de celulosa (CA), las bandas a 1756 cm™ y 1754 cm™
corresponden a la vibracion del enlace C=0O del grupo éster del acetato (Latiffah et al., 2024), senales
ausentes en los espectros de celulosa sin modificar. Asimismo, la banda a 1370 cm™ refleja la vibracion del
enlace C-H del grupo acetilo (Canga & Dudak, 2019; Shaikh et al., 2022), mientras que la sefial a 1230 cm™
se atribuye a la vibracion del grupo C-O que conecta la celulosa con el grupo acetilo (Homem & Amorim,
2019; Shaikh et al., 2022). Comparado con la celulosa original, el espectro del derivado acetilado muestra
una notable reduccion de la banda a 3400 cm™, correspondiente al grupo hidroxilo, debido a su sustitucion
por grupos acetilo (Candido et al., 2017). Estas observaciones confirman la sintesis exitosa del acetato de
celulosa (Hadinata et al., 2019). La ausencia de absorcion en la region de 1840—-1760 cm™ indica la ausencia
de anhidrido acético sin reaccionar en la muestra. Asimismo, la falta de una banda alrededor de 1700 cm™,
correspondiente al grupo carboxilo, confirma que el producto se encuentra libre de acido acético residual
(Battisti et al., 2018).
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La muestra de acetato de celulosa presentd un grado de sustitucion (GS) de 2.89. El GS, que indica
el namero promedio de grupos hidroxilo reemplazados por grupos acetilo por unidad de glucésido, puede
variar entre 0 y 3, y constituye un factor determinante que afecta directamente la solubilidad y la
degradabilidad del material. Los derivados con un GS bajo muestran mayor solubilidad en disolventes
polares y biodegradabilidad superior, mientras que aquellos con un GS elevado son solubles en disolventes
organicos como diclorometano, cloroformo o acetona (Ribeiro et al., 2021).
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Figura 1. Espectro infrarrojo de celulosa nativa, acetato de celulosa y sulfato de celulosa.

Los resultados del analisis elemental de la muestra de celulosa sulfatada se presentan en el Cuadro

1. Se observo la presencia exclusiva de carbono y oxigeno, lo cual puede atribuirse a la disposicion
homogénea de las unidades de B-D-glucopiranosa en la estructura polimérica (Palaninathan et al., 2018).
Asimismo, se detecto la presencia de azufre y nitrogeno en la muestra. La sefial de nitrégeno se atribuye a
la matriz organica del material celuldsico, mientras que la presencia de azufre confirma la sustitucion de los
grupos hidroxilo, evidenciando la funcionalizacion exitosa de la celulosa (Song et al., 2018). El contenido
de azufre en la muestra de celulosa sulfatada se cuantifico en 10.42 %. A partir de este valor, se determind
un grado de sulfatacion de 0.77, calculado mediante la Ecuacion 3 descrita previamente

Cuadro 1. Composicion elemental de celulosa de semilla de mango sulfatada y grado de sustitucion.

Muestra N (%) C (%) H (%) S (%) DS

CSMS 2.06 24.49 5.81 10.42 0.77

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
28




Revista Digital Tec Tuxtla
Volumen especial del Doctorado en Ciencias

. . . NACIONAL DE MEXICO g
de los Alimentos y Biotecnologia ) fMR
Syrere®

ov\n 9,
& < %
TECNOLOGICO M \°. 1 ).
3 5

L
@

10°ANIVERSARIO

Difraccion de rayos X (XDR)

La Figura 2 presenta los difractogramas de rayos X (XRD) de la celulosa nativa, el acetato de
celulosa (CA) y la celulosa sulfatada (SC). En el caso de la celulosa nativa, se observaron picos a 15.82°,
22.48°y 34.63°, los cuales se atribuyen a la estructura cristalina caracteristica de la celulosa. Para el acetato
de celulosa, los picos maximos se localizaron en 8°, 10.1° y 17.8°, reflejando el patron de difraccion
asociado a la reorganizacion cristalina derivada de la acetilacion de la molécula (Huda et al., 2019; Sezali
et al., 2023). El pico principal observado en el acetato se registr6 a 8 y demuestra un desorden en la celulosa
debido a la sustitucion de grupos hidroxilo por grupos acetilo (Nabili et al., 2017), de igual manera la
ausencia del pico a 22° indic6 que la cristalinidad de la celulosa disminuy6 durante el proceso de acetilacion
(Maryana et al., 2022). Este patron sugiere un aumento en la distancia entre las fibrillas y una reorganizacion
de las estructuras microfibrilares, lo que evidencia la incorporacion efectiva de los grupos acetilo en la
matriz polimérica de la celulosa (Barud et al., 2008; Kouadri et al., 2023).

La disminucién de la cristalinidad del acetato de celulosa (CA) se confirmé mediante el indice de
Cristalinidad (IC), el cual mostré un valor de 10.26 % para CA, en comparacion con el 70.48 % registrado
para la celulosa nativa, representando una reduccion del 60.22 %. Esta disminucion se atribuye a la
sustitucion de los grupos hidroxilo por grupos acetilo, cuya mayor volumetria interfiere en los enlaces de
hidroégeno intra e intermoleculares, incrementando asi el caracter amorfo del material (Das et al., 2014).
Como resultado, el CA exhibe mayor capacidad de absorcion de agua, lo cual es favorable para su
biodegradabilidad, ya que los polimeros amorfos se degradan mas rapidamente que los cristalinos (Battisti
et al., 2018; Sodeinde et al., 2020).

En el difractograma de la celulosa sulfatada (SC), se identificaron los planos cristalograficos de la
celulosa I, como (100), (110), (200) y (004), con picos en 20 aproximadamente a 14.9°, 16.1°, 22.5° y 34.3°
(Kassab et al., 2019; Pires et al., 2023). Estos resultados sugieren que la incorporacion de grupos sulfato se
produjo mediante una reaccion heterogénea en la superficie de la celulosa. A pesar de los cambios
morfologicos observados tras la sulfatacion, el Indice de Cristalinidad (IC) de la celulosa sulfatada (SC) se
redujo a 35.20 %, lo que representa una disminucion del 35.28 % en comparacion con la celulosa nativa. La
presencia de los grupos sulfato, junto con la desintegracion mecanica de las fibras, contribuye al incremento
del caracter amorfo al interrumpir los enlaces de hidrogeno entre las regiones cristalinas y amorfas (Jaouahar
et al., 2024; Kazachenko et al., 2023).
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Figura 2. Espectro RX de celulosa nativa, acetato de celulosa y sulfato de celulosa.

Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) se utilizo para evaluar la estabilidad térmica de la celulosa
nativa, el acetato de celulosa (CA) y la celulosa sulfatada (SC). Esta técnica permite monitorear la pérdida
de masa de las muestras con el aumento de la temperatura, proporcionando informacion detallada sobre su
comportamiento térmico y los procesos de degradacion asociados (Arumugam et al., 2021).

La Figura 3 presenta las curvas TGA y DTG de la celulosa nativa, el acetato de celulosa (CA) y la
celulosa sulfatada (SC). La celulosa nativa exhibe un comportamiento de degradacion térmica en dos etapas
principales. La primera etapa, comprendida entre 41 y 120 °C, muestra una pérdida de masa del 4.5 %,
atribuida a la desorcion de humedad adsorbida en la superficie de la muestra y a la eliminacion de agua
quimisorbida a través de enlaces de hidrégeno (Iyabode et al., 2021; Ochica et al., 2017). La segunda etapa,
comprendida entre 205 y 399 °C, present6 una pérdida de masa maxima del 69.6 %, con un pico en la curva
DTG a 325 °C, asociado a la pir6lisis de la celulosa en su fase cristalina. La menor cristalinidad de los
polimeros favorece su descomposicion térmica, en concordancia con lo reportado previamente en la
literatura (Battisti et al., 2018). Por otro lado, la hemicelulosa, debido a sus grupos acetilo, muestra una
degradacion térmica entre 220 y 300 °C (Agwuncha et al., 2020), mientras que la lignina, con su estructura
de anillos aromaticos, exhibe un rango de degradacion mas amplio, de 250 a 700 °C (Dube et al., 2023;
Tarchoun et al., 2019).

El analisis térmico del acetato de celulosa (CA) revela tres etapas de degradacion. La primera, entre
35y 100 °C, muestra una pérdida de peso del 2.43%, relacionada con la desorcion de agua de la estructura
del polisacarido (Canga & Dudak, 2019). La segunda etapa, entre 163 y 233 °C, se asocia con una pérdida
de masa debida a la hidrolisis parcial de las cadenas esterificadas del acetato de celulosa (Jiang et al., 2023).
La tercera etapa, entre 231 y 421 °C, registra una pérdida de peso maxima del 69.6%, con un pico en DTG
a 343 °C, atribuida a la degradacion del esqueleto de celulosa, que incluye procesos de deshidratacion,
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despolimerizacion y descomposicion de unidades de glucosa, dejando residuos carbonosos (Ribeiro et al.,
2021).

En el caso de la celulosa sulfatada (SC), la degradacion térmica se desarrolla en tres etapas. La
primera, comprendida entre 35 y 100 °C, presenta una pérdida de masa del 3.11 %, atribuida a la
deshidratacion de las unidades de glucosa presentes en la estructura polimérica (Qin et al., 2014). La segunda
etapa, comprendida entre 137 y 303 °C, muestra una pérdida de masa maxima del 40 %, con un pico en la
curva DTG a 243 °C, atribuida a la descomposicion de los grupos sulfatados y a la ruptura parcial de la
estructura polimérica (Jaouahar et al., 2024). Finalmente, la tercera etapa, comprendida entre 303 y 412 °C,
muestra una pérdida de peso del 20.19 %, con un pico en la curva DTG a 346 °C, atribuida a la degradacion
del esqueleto celuldsico. En general, los derivados de celulosa (CA y SC) presentan una mayor estabilidad
térmica en comparacion con la celulosa nativa, ya que sus picos de degradacion ocurren a temperaturas mas
elevadas. Este comportamiento se relaciona con la sustitucion de los grupos hidroxilo por grupos acetilo y
sulfato, los cuales, al introducirse en los carbonos C2 y C3 de la unidad de anhidroglucosa, generan un
impedimento estérico que demanda mayor energia para la descomposicion térmica (Araujo et al., 2020;
Morgado & Frollini, 2011). En consecuencia, tanto el acetato de celulosa (CA) como la celulosa sulfatada
(SC) exhiben una mayor resistencia térmica en comparacion con la celulosa nativa. Este resultado destaca
las ventajas de la funcionalizacion quimica, ya que la incorporacion de grupos acetilo y sulfato confiere
mayor estabilidad frente a la degradacion térmica, favoreciendo su potencial uso en aplicaciones que
requieren materiales mas resistentes al calor (Sodeinde et al., 2020).
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Figura 3. A) Analisis TGA de celulosa, acetato de celulosa y sulfato de celulosa y B) DTG de celulosa,
acetato de celulosa y sulfato de celulosa.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis combinado de calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TG) aporta
informacion fundamental sobre el comportamiento térmico de las muestras de celulosa: celulosa nativa
(CN), acetato de celulosa (AC) y celulosa sulfatada (SC). En la Figura 4 se presentan los resultados de DSC,
donde se observan picos endotérmicos por debajo de 110 °C, asociados a la eliminacion de agua adsorbida
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y de otros liquidos residuales presentes en las muestras (Kathirselvam et al., 2019; Tarchoun et al., 2019).
En la celulosa nativa, el perfil de DSC se mantiene estable hasta presentar un pico endotérmico pronunciado
a 300 °C, correspondiente al inicio de la degradacion térmica de la celulosa. La ausencia de picos
exotérmicos o endotérmicos en el intervalo de 120 a 265 °C confirma la estabilidad térmica de las fibras en
ese rango. Posteriormente, se observa un pico endotérmico mas amplio entre 320 y 390 °C, caracteristico
de la descomposicion térmica de las celulosas no tratadas (Worku et al., 2022).

Para el acetato de celulosa (AC), se muestra un evento endotérmico alrededor de 80 °C, asociado a
la reorganizacion de cadenas moleculares en componentes amorfos y a la evaporacion de agua. A 168 °C se
detecta la transicion vitrea, en concordancia con observaciones en la curva termogravimétrica, seguida de
un pico exotérmico a 220 °C, atribuido a la cristalizacion de AC (Kouadri et al., 2023; Ribeiro et al., 2021).
El sulfato de celulosa (SC) inicia su descomposicion térmica a 235 °C, lo que marca el comienzo de una
fase de degradacion notable, tal como se evidencia en el analisis termogravimétrico (TG). Durante esta
etapa, la curva TG muestra una pérdida de masa considerable que se extiende hasta aproximadamente 346
°C. La temperatura de inicio de la descomposicion principal representa un parametro clave para evaluar la
estabilidad térmica de este material (Kazachenko et al., 2023). En este contexto, el SC demostré una mayor
estabilidad térmica en comparacion con las otras dos muestras de celulosa evaluadas.
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CONCLUSIONES

La celulosa extraida de la semilla de mango fue obtenida con éxito y derivatizada de manera eficiente. Los
analisis de FTIR confirmaron la incorporacion efectiva de grupos acetilo y sulfato, con grados de sustitucion
de 2.89y 0.77, respectivamente. Esta modificacion estructural se reflejé en una reduccion de la cristalinidad
a 35.20% tanto para el acetato de celulosa (CA) como para el sulfato de celulosa (SC), segun los analisis de
difraccion de rayos X. Asimismo, el analisis térmico evidencié un aumento en la estabilidad térmica de los
derivados, alcanzando temperaturas de degradacion de 343 °C y 346 °C, respectivamente.
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Estos resultados destacan a la celulosa de semilla de mango como una fuente renovable prometedora para
la sintesis de polimeros con mayor solubilidad y estabilidad térmica, posicionandola como una alternativa
viable para aplicaciones en diversos campos.
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RESUMEN

Se aplico control estadistico de calidad para evaluar la eficiencia de biofertilizantes rizobianos en
el cultivo sustentable de chile (Capsicum chinense) en Chiapas, México. Se analizaron parametros
fisicoquimicos del suelo y la diversidad bacteriana mediante metagenomica estructural. Las plantas
inoculadas con PGPB mostraron mayor crecimiento y produccion. El analisis causa-efecto indico que la
eficacia dependié de la fertilidad del suelo, el manejo agrondmico y la diversidad microbiana. Se
identificaron limitantes como variabilidad climatica y control deficiente de plagas. Los resultados confirman
que el control de calidad permite evaluar con precision el impacto de biofertilizantes en sistemas agricolas
sustentables.

Palabras clave: Capsicum chinense, control de calidad, microbiota del suelo, rizobacterias
INTRODUCCION

El control estadistico de calidad (CEC) es una herramienta fundamental para optimizar procesos
agricolas, estabilizar rendimientos y respaldar la toma de decisiones con base en datos. Su aplicacion permite
analizar la variabilidad, identificar ineficiencias y mejorar de forma continua la gestion de recursos e
insumos (Silva et al., 2020). Entre las técnicas mas empleadas destacan los diagramas causa-efecto, el
analisis de varianza y las cartas de control, litiles para monitorear procesos y corregir desviaciones criticas
(Nagar & Gabhlot, 2022).

En México, la agricultura convencional depende del uso intensivo de fertilizantes quimicos para
mantener la produccion, practica que ha deteriorado la fertilidad del suelo, afectado el medio ambiente y
puesto en riesgo la salud humana. Frente a esta situacion, los biofertilizantes se presentan como una
alternativa sustentable, al estar compuestos por microorganismos que promueven el crecimiento vegetal y
mejoran las propiedades del suelo (Sura, 2024). Entre ellos, las bacterias del género Rhizobium destacan por
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su capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar foésforo y producir reguladores del crecimiento, contribuyendo
asi a la nutricion vegetal (Vessey, 2003).

Aunque se ha documentado su efectividad en cultivos basicos, su uso en especies horticolas como
el chile (Capsicum chinense) sigue siendo poco explorado, particularmente en regiones con alto potencial
productivo como Chiapas (Rincon-Molina et al., 2020). El chile es un cultivo estratégico en México por su
valor econdmico, cultural y alimentario. En Chiapas, C. chinense representa una opcion viable para
pequefios productores, quienes enfrentan retos como bajos rendimientos y dependencia de agroquimicos.
La integracion de biofertilizantes rizobianos con herramientas de CEC constituye una estrategia innovadora
y sustentable para mejorar la produccion de chile. Este estudio evaluo6 dicha integracion, con el propdsito
de fortalecer la agricultura local mediante evidencia técnica y practicas respetuosas con el medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el sitio de produccion “Santa Rosa”, ubicado en el municipio de Berriozabal,
Chiapas (16°43'23.0"LN, 93°16'42.6"LO; altitud: 1,046 msnm), sobre suelos tipo Leptosoles (Figura 1). En
una parcela experimental de 2,100 m?, se recolectaron muestras de suelo rizosférico de cinco puntos al azar,
a 20 cm de profundidad. Las muestras se homogenizaron para obtener una muestra representativa para el
analisis fisicoquimico y metagendmico.

A) B)

Figura 1. Sitio experimental del cultivo de chile. A) Distribucion espacial del cultivo. B) Plantas de chile
con fructificacion de C. chinense. Fotos: Luis Alberto Manzano-Gomez.

Se evaluaron pH, conductividad eléctrica (CE), capacidad de intercambio cationico (CIC), nitrégeno
y carbono total mediante un analizador FLASH 2000®, y fosforo total por digestion HNOs/HClO4 (Rincon-
Molina et al., 2020). Se utilizé la cepa Sinorhizobium mexicanum ITTG-R7". Las plantas de chile (45 dias
de edad, uniformes en vigor) fueron distribuidas en un disefio completamente al azar con seis repeticiones
y cuatro tratamientos, incluyendo inoculacion simple, combinada con fertilizante, control quimico, y control
negativo. La inoculacion fue de 100 mL a una concentracion de 10° UFC mL™. Se midieron altura de planta
(cm), grosor de tallo (mm), Peso seco de planta (g) y Clorofila (SPAD). Asi también, fue determinado:
Frutos por planta, Longitud del fruto (cm), ancho del fruto (mm), peso del fruto (g) y volumen estimado del
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fruto (cm®). Los datos se analizaron por ANOVA y prueba de Tukey (p<0.05), y se aplicaron herramientas
de control de calidad como limites de control y diagramas causa-efecto (Gutiérrez & De la Vara, 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

El suelo agricola presentd pH alcalino, conductividad eléctrica moderada, buena capacidad de
intercambio cationico, contenido medio de nitrogeno, carbono total adecuado, fosforo ligeramente bajo y
una relacion C/N equilibrada, condiciones consideradas favorables para el cultivo de chile.

En el analisis de la comunidad bacteriana del suelo rizosférico, la secuenciacion del gen 16S rRNA
reveld una alta diversidad microbiana, con predominio del filo Actinobacteria, seguido por Proteobacteria,
Acidobacteria y Firmicutes. La familia Bacillaceae fue la mas abundante, y se identificaron géneros como
Bacillus, reconocidos por su capacidad para producir auxinas y otros compuestos promotores del
crecimiento vegetal, lo que resalta su potencial como bacterias benéficas (Rincén-Molina et al., 2020).

Las plantas de chile inoculadas con S. mexicanum ITTG-R7" y S. chiapasense ITTG-S70" mostraron
mejores resultados en altura, grosor del tallo, biomasa y contenido de clorofila en comparacion con el
fertilizante quimico y el control (Tabla 1). S. mexicanum destaco por su efecto en el crecimiento, mientras
que S. chiapasense increment6 significativamente el contenido de clorofila. Estos efectos se atribuyen a la
fijacion biologica de nitrogeno y la produccion de fitohormonas. La biofertilizacion con rizobios nativos se
perfila como una estrategia sustentable y eficaz para mejorar el desarrollo del chile y reducir el uso de
agroquimicos.

Tabla 1. Efecto de la inoculacion bacteriana y fertilizacion sobre variables de crecimiento en plantas de
chile (Capsicum chinense).

Tratamiento Altura de planta  Grosor del tallo Peso seco de Clorofila
(cm) (mm) planta (g) ( SPAD)
T1: No inoculado 58.7+(295)B 9.4+ (1.25C 1853+ (47.1)B  36.2+(3.18)D

T2: Fertilizante quimico
T3: S. mexicanum ITTG-R7
T4: S. chiapasense ITTG-S70

valor p

HSD¥ (p < 0.05)

61.2+(3.87) AB
654+ (2.11) A
62.5+(4.62) AB
0.0045

5.82

10.8 +(2.02) B

13.1+£(2.74) A

12.6+(3.01) A
0.0001

1.12

201.7+(55.9) AB

246.0 + (18.6) A
199.2 4 (20.3) B
0.0063

52.30

38.5+(2.47) C

40.7+(2.21)B

43.0+(1.89) A
0.0000

1.24
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Las cepas rizobianas ITTG-R7" y ITTG-S70" mejoraron significativamente el rendimiento del chile en
numero, peso y volumen de frutos (Tabla 2). Estos efectos se atribuyen a su capacidad para fijar nitrogeno
y estimular fitohormonas. Los resultados respaldan su uso como alternativa sustentable al fertilizante

quimico, promoviendo una produccion eficiente y ambientalmente responsable.

Tabla 2. Tamaifio de fruto y rendimiento estimado en chile (Capsicum chinense) inoculado con cepas rizobianas nativas.

Tratamiento Frutos por Alturadel fruto  Anchodel fruto  Peso del fruto Volumen

planta (cm) (mm) (2) estimado del

fruto (cm?®)

TIl: Noinoculado  15.61+(7.24)B 543+(0.39)B  2.65+(028)C 6.5+(1.3)D 6.9+ (1.6)C
T2: Fertilizante 2223+(5.84)A 589+(042)A 322+£(032)A 84=£(.0)A 89+(2.1)A
T3: ITTG-R7 2191+(5.92) A 5.87+(0.40)A 3.05+(029)B 7.5+(1.8)B 8.1+(1.7)B
T4: ITTG-S70 21.18+(3.81) A 552+(039)B  3.04+(026)B 69+(1.5)C 7.8+ (1.6)B
valor -p 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
HSDY (p <0.05) 1.9405 0.278 0.323 1.32 1.24

En relacion con la aplicacion del andlisis de control de calidad en el sistema de produccion
agricola de chile (Capsicum chinense), se establecieron limites de control para las variables
morfologicas y de rendimiento en plantas inoculadas con S. mexicanum ITTG-R7". Los resultados
mostraron que el 82 % de las plantas evaluadas se mantuvieron dentro del limite central (LC) en la
variable de altura total, mientras que el grosor del tallo alcanzo6 un 85 % dentro del LC. Para el peso
seco de planta y el indice SPAD de clorofila, se registraron porcentajes de conformidad del 84 %
y 86 %, respectivamente, lo que indica una alta estabilidad en el desarrollo vegetativo. En cuanto
a las variables productivas, el nuimero de frutos por planta se mantuvo dentro del LC en un 87 %
de los casos. La longitud y el ancho del fruto presentaron valores dentro del rango esperado en un
81 % y 83 %, respectivamente. El peso y el volumen estimado del fruto mostraron niveles de

control del 85 % y 86 %, lo que sugiere una uniformidad favorable en la produccion.

Adicionalmente, se aplicé un diagrama de causa-efecto que permiti6 identificar factores
criticos que influyen en el rendimiento, tales como la fertilidad del suelo, el manejo agronémico y
la calidad de la inoculacion (Gutiérrez & De la Vara, 2013). Estos resultados respaldan el uso de
herramientas estadisticas como estrategia eficaz para monitorear y mejorar la eficiencia de la

biofertilizacion en el cultivo de chile.
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CONCLUSIONES

La biofertilizacion rizobiana constituye una estrategia biotecnoldgica eficaz para fortalecer sistemas
agricolas sustentables, al incrementar la productividad vegetal y mejorar la salud del suelo. Sinorhizobium
mexicanum ITTG-R7" demostr6 un alto potencial como bacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPB)
en el cultivo de chile. Asimismo, la aplicacion de herramientas estadisticas y de control de calidad permitio
identificar factores criticos que influyen en la eficiencia del sistema productivo, facilitando la toma de
decisiones informadas. Esta integracion técnica impulsa procesos mas eficientes, sostenibles y adaptados a
las necesidades reales del sector agricola.
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RESUMEN

La bioestimulacion de semillas se ha estado practicando como una herramienta prometedora para mejorar
la germinaciéon y el crecimiento de las plantulas, pero todavia hay ambigiiedad con respecto a las
perspectivas de diferentes tecnologias fisicas y sus posibles efectos en las semillas oleaginosas. El presente
estudio evaluo el potencial de la aplicacion de tecnologias fisicas en semillas para mejorar la germinacion
y el crecimiento del cacahuate. Se realizaron pruebas de germinacion, velocidad de germinacion y pruebas
de viabilidad a nivel invernadero. Las semillas de cacahuate variedad criolla se expusieron directamente a
radiacion UV-C (30 minutos), laser (15 minutos) y campo magnético (60 minutos), ademas, se utilizaron
semillas no expuestas como control. Las semillas de cada tratamiento fisico se sembraron en condiciones
normales. Cada tratamiento se replicé tres veces, utilizando una unidad experimental conformada de 25
semillas. Los resultados muestran que las tecnologias fisicas como radiacion UV-C, laser y campo
magnético aplicadas a semillas de cacahuate aumentaron significativamente el porcentaje de germinacion
con respecto al control, este aumento correspondio a 9 %, 19 % y 15.67 % respectivamente, siendo la
tecnologia laser la mas adecuada para mejorar la germinacion en cacahuate. Se comprobo que la tecnologia
laser aplicada a semillas genera un efecto térmico que favorece mayormente la germinacion adicionalmente
al estimulo fisiologico que genera el tratamiento. Finalmente, las pruebas de viabilidad demostraron que la
aplicacion de tecnologias fisicas como radiacion UV-C, laser y campo magnético no provocaron cambios
morfologicos y/o dafios en el embrion que pueden causar la perdida de viabilidad.

Palabras clave: bioestimulacion de semillas, germinacion, viabilidad.

INTRODUCCION

El cacahuate (Arachis hypogaea L.) es una oleaginosa originaria de América del Sur que llegé a México
durante la época prehispanica y posteriormente se expandio a todo el mundo. Las semillas de cacahuate son
apreciadas por su sabor y valor nutricional, empleandose en una gran variedad de productos debido al alto
contenido de proteinas, grasas, carbohidratos, fibras, compuestos bioactivos como flavonoides, fenoles
totales, resveratrol y acido folico (Zhao et al. 2012). Estos compuestos bioactivos poseen propiedades
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antioxidantes con beneficios para la salud, que contribuyen a la reduccion del riesgo de cancer,
enfermedades cardiovasculares, Alzheimer y a retrasar el envejecimiento (Limmongkon et al. 2017).

En 2024, México produjo 70,228.35 toneladas de cacahuate, cosechadas en 40,070.52 hectareas, y son
los estados de Chihuahua, Chiapas y Puebla los principales productores, con un aporte de 54 por ciento de
la produccién nacional (DGSIAP, 2024). La produccion de cacahuate se enfrenta a diversos problemas de
diferente indole, entre ellos, altos costos de produccion, poca o nula organizacion para la comercializacion,
mal manejo de enfermedades, plagas y malezas y condiciones climaticas cambiantes (Gu, 2025), esto hace
que cada dia este cultivo sea menos atractivo para los productores debido a que estos factores traen como
consecuencia disminucion del rendimiento y deficiencias nutricionales del cacahuate. En este contexto, se
ha implementado el uso de tecnologias fisicas aplicada a semillas con el objetivo de aumentar la produccion
de plantas y mejorar su contenido nutricional, los métodos fisicos mas prometedores son el cebado de
semillas con campo magnético, irradiacion con microondas, laser, radiacion UV-C, rayos gamma,
ultrasonido, entre otros (Araujo et al. 2016). Estas tecnologias fisicas ofrecen ventajas sobre los
tratamientos convencionales basados en sustancias quimicas, en primer lugar, disminucion del uso de
fertilizantes y agroquimicos reduciendo la contaminacion del suelo. Otra ventaja es que los métodos fisicos
también se pueden utilizar para la desinfeccion de semillas antes de la siembra, produciendo mayor
resistencia a enfermedades o patdgenos del cultivo, asi mismo, se ha reportado que la aplicacion de técnicas
fisicas en semillas mejora la tolerancia al estrés ambiental (Govindaraj et al. 2017).

La radiacion ultravioleta C (UV-C) es una radiacion de longitud de onda corta, que va de 100 a 280 nm,
por lo tanto, es la porcion de mayor energia dentro del espectro de radiacion ultravioleta (UV). Esta radiacion
no se encuentra de forma natural en la biosfera, al interactuar con tejidos vegetales, la radiacion UV-C causa
dafio por ionizacion y dimerizacion de pirimidinas en las moléculas de ADN (Nawkar et al. 2013), sin
embargo, es posible tener un efecto beneficioso de la aplicacion subletal de un agente que induce estrés
fisico o quimico (Luckey, 1980). Se ha reportado que la radiacion UV-C aplicado a semillas induce a la
acumulacion de compuestos asociados al estrés, flavonoides, fenoles y fitoalexinas (Kamel et al. 2022).

La tecnologia laser es un dispositivo que genera una radiacion electromagnética con propiedades que
ninguna otra fuente de luz puede generar. La radiacion laser emite un haz de luz, lo que garantiza que la luz
sea monocromatica y direccional. Estas dos caracteristicas hacen que la luz laser sea altamente estructurada
en el espacio y correlacionada en el tiempo; por lo que también es denominada luz coherente (Jelinkova &
Sule, 2013). La radiacion laser se puede utilizar en la agricultura para mejorar la productividad agricola,
Los estudios han demostrado que la aplicacion de laser en semillas puede mejorar la germinacion y el
crecimiento general de las plantulas, ademas la aplicacion de laser en plantas puede inhibir el crecimiento
de malezas como una alternativa a los herbicidas quimicos para el control de malezas y el manejo de plagas
(Gutiérrez-Miceli et al. 2024).

Por otro lado, el campo magnético terrestre afecta a todos los seres vivos, la fuerza del campo magnético
en la superficie de la tierra varia, y es aproximadamente 30 pT en un area que incluye la mayor parte de
América del Sur (Maffei, 2014). Los campos electromagnéticos artificiales generados por el hombre son
superiores al de la superficie de la tierra, y se han empleado sobre sistemas biologicos, Dichos efectos
dependen de muchos factores, entre ellos: intensidad de los campos, tipo de onda, tiempo de exposicion y
tipo de célula (Sarraf et al. 2020).

De manera general, 1a base de cualquier tratamiento fisico reside en elegir a la semilla adecuada, no todas
las semillas son aptas para todos los tratamientos; por lo tanto, comprender el perfil de resistencia y la salud
general de la semilla puede determinar su compatibilidad con tratamientos especificos. El uso de semillas
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de alta calidad, libres de defectos y contaminantes, también es esencial para lograr los resultados deseados.
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar diferentes técnicas fisicas aplicadas a semillas
de cacahuate.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de material vegetal

Las semillas de cacahuate variedad criolla utilizadas para este estudio fueron recolectadas en la localidad
de Suchiapa, Chiapas, México (16°38°10.8” N 93°07°16.4” W). La seleccion de semillas consistio en
eliminar aquellas que presentaban imperfecciones, heridas, deformacion parcial o total y/o una coloraciéon
irregular. Las semillas seleccionadas presentaron un tamafio promedio de diametro ecuatorial de 10 mm y
largo de 21.2 mm (Figura 1).

Figura 1. Semillas de cacahuate variedad criolla (4rachis hypogaea L.) seleccionadas para este estudio.

Posteriormente, se realizaron pruebas preliminares para determinar los tiempos de exposicion adecuados
para cada técnica fisica empleada en esta investigacion. Los experimentos se realizaron en el Tecnoldgico
Nacional de México Campus Tuxtla Gutiérrez (TecNM), en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
(LCTV).

Método de aplicacion de radiacion UV-C

Antes de aplicar radiacion UV-C a semillas, se encendi6 la lampara durante 5 minutos. Se midio la
intensidad de la radiacion UV-C en diferentes zonas de la camara de irradiacion con un radiometro (UV-C
254 de Lutron). Los valores de intensidad constante y maxima se detectaron en la zona central. En la parte
central de la camara se colocaron las semillas del tratamiento, asegurando que las semillas recibieran la
misma intensidad de luz UV-C (2.5 W m2). Ademas, se utilizaron semillas de cacahuate no irradiadas como
control. La dosis que corresponde al tiempo de 30 minutos se aplico a semillas colocadas bajo una lampara
UV-Cde 15 W (Philips TUV 15WG15T8) a una distancia de 30 cm. La lampara se caracteriz6 obteniéndose
una longitud de onda central de emision de 253.1 nm (Figura 2). Inmediatamente después de la exposicion
se midio la temperatura superficial de las semillas control y tratamiento UV-C antes de ser sembradas con
la ayuda de una camara termografica infrarroja marca UNI-T.
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Figura 2. Espectro de la fuente de luz ultravioleta, lampara tubular marca Philips (TUV 15WGI15TS).

Método de aplicacion de radiacion laser

Se empleo una barra motorizada de 1aser rojo de la marca Steelpro® tipo diodo de 120 mW a una distancia
de 15 cm del haz a la semilla y una dosis que corresponde al tiempo de 15 minutos segin la metodologia
descrita y adaptada de Ruiz-Morales et al. (2025). En cada haz de luz laser se colocd una semilla, como
control se utilizaron semillas no irradiadas. La luz laser que emite el equipo se caracterizo obteniéndose una
longitud de onda central de emision de 636 nm (Figura 3). Finalmente, se midi6 la temperatura superficial
de las semillas control y tratamiento laser antes de ser sembradas con la ayuda de una camara termografica
infrarroja marca UNI-T.

Luz Laser
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

0
628 630 632 634 636 638 640 642
Longitud de onda (nm)

Intensidad

Figura 3. Espectro de la fuente de luz lser tipo diodo de la marca Steelpro®

Método de aplicacion de campo magnético
Se gener6 un campo magnético con un iman dipolar toroidal magnetizado a través de su espesor colocado
en una estructura de plastico, posicionados con la polaridad norte en la cara superior de la placa. En la parte
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inferior posee dos bobinas iguales y coaxiales donde se hace circular una corriente eléctrica. La intensidad
promedio del campo magnético estatico generado fue de 100 mT. Se colocaron 10 semillas durante 60
minutos de exposicion al campo magnético estatico. Las semillas fueron magnéticamente tratadas antes de
entrar en contacto con el agua. Como control, se utilizaron semillas no expuestas. Se midi6 la temperatura
superficial de las semillas control y tratamiento campo magnético antes de ser sembradas con la ayuda de
una camara termografica infrarroja marca UNI-T.

Condiciones de siembra y analisis estadistico

Las semillas de cada tratamiento fisico se sembraron a nivel invernadero. Cada tratamiento se replico
tres veces, utilizando una unidad experimental conformada de 25 semillas. Se realizdo un ANOVA simple a
las variables evaluadas; aquellas que presentaron diferencias significativas (P <0.05) se les aplico la prueba
de Tukey para evaluar la diferencia de medias entre tratamientos. El analisis de datos se realizd con el
programa Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que las tecnologias fisicas como radiacion UV-C, laser y campo magnético
aplicadas a semillas de cacahuate antes de la siembra aumentaron significativamente el porcentaje de
germinacion con respecto al control en condiciones de invernadero (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de germinacion de cacahuate durante 10 dias después de la siembra posterior a la
aplicacion de las tecnologias fisicas.

Tratamientos % de germinacion
Control 79.33 % + 3.05°¢
UV-C 88.33 % +0.57°
Laser 98.33% £ 1.57*
Campo magnético 95.00 %+ 5.0%
Tukey HSD (P < 0.05) 7.94

Los datos con letras distintas presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05). Media + error estandar.

Las semillas tratadas con laser presentaron los porcentajes significativos mas altos con respecto al
control, este aumento corresponde a un 19% para el tratamiento laser, seguido del tratamiento con campo
magnético con un aumento del 15.67%.

El efecto bioestimulante de las técnicas fisicas evaluadas sobre la germinacion ha sido previamente
reportado, Neelamegam & Sutha (2015) reportaron que el tratamiento con radiacion UV-C en semillas de
cacahuate promovid generalmente su germinacion, siendo el tratamiento de 60 minutos el que incremento

el efecto promotor de la germinacion en comparacion con el control de semillas secas y remojadas en agua.
En contraste con este trabajo, podemos observar que el estimulo de la germinacion se evidencid en menos
tiempo de exposicion de las semillas a radiacion UV-C, por lo que este efecto podria deberse a la variedad
empleada de cacahuate, probablemente distintas variedades dentro de una misma especie respondan de
manera diferente a radiacion, debido a variaciones en engrosamiento del tegumento, contenido antioxidante
o sensibilidad al estrés oxidativo.

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
52




Revista Digital Tec Tuxtla
Volumen especial del Doctorado en Ciencias
de los Alimentos y Biotecnologia

Korpetis et al. (2023) mencionan que las variedades criollas evolucionan en ambientes especificos,
desarrollando tolerancia a condiciones adversas mientras las variedades comerciales se seleccionan para
maximos rendimientos en condiciones 6ptimas.

Por otro lado, Ruiz-Morales et al. (2025) reportaron que la aplicacion de radiacion laser a semillas de
cacahuate aument6 significativamente el porcentaje de germinacion de semillas sembradas en condiciones
no controladas (nivel campo). Esto nos indica que estas tecnologias fisicas tienen robustez del estimulo ante
condiciones ambientales. El efecto de la bioestimulacion es suficientemente robusto para superar la
variacion de temperatura, humedad, viento, durante las primeras fases del desarrollo. Sin embargo, la
intensidad del efecto puede reducirse si las condiciones de campo son extremadamente adversas (sequia
severa, compactacion del suelo, heladas), las cuales podrian anular el estimulo inicial de las etapas
tempranas.

Respecto al tratamiento con campo magnético, este es el primer reporte del efecto del campo magnético
sobre la germinacion del cacahuate; sin embargo, en otros cultivos, como en maracuya (Passiflora edulis)
la exposicion a campo magnético (200 mT) estimul6 la germinacion de las semillas, la emergencia y el vigor
de las plantulas (Menegatti et al. 2019). También, Florez et al. (2019) reportaron en Oryza sativa L. en
un rango de exposicién de 125-250 mT un incremento en la germinacion, esta investigacion observé
que la exposiciéon a campos magnéticos de diferentes duraciones e intensidades exhibian raices mas
largas y pesadas en comparacion con las plantulas control (no tratadas), ademas de que generaron
un aumento de raices secundarias con mayor desarrollo en las plantas tratadas.

En general, la germinacion de semillas también se ve afectada por diversos factores, tanto bidticos como
abidticos, el contenido de agua imbibida de una semilla, la velocidad de hidratacion, temperatura, luz,
oxigeno, dioxido de carbono, la presencia de diversos patdgenos, son alguno de estos factores (Lamichhane
et al. 2018), por lo tanto, la sinergia de estos factores con los eventos simultaneos producidos por la
aplicacion de las tecnologias fisicas en las semillas, pueden generar condiciones optimas que favorezcan el
proceso de germinacion.

Especificamente se ha reportado que la aplicacion de la tecnologia laser en semillas puede generar una
accion térmica, provocando un calentamiento de las células o moléculas que eficientemente absorban la luz
a esa longitud de onda. Esa energia, en consecuencia, es convertida en calor, lo que podria estar causando
aumentos en las actividades enzimaticas del proceso de germinacion y acelerar los procesos metabolicos
para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Hernandez-Aguilar et al. 2016).

Por lo anterior, es relevante conocer los cambios de temperatura en las semillas expuestas a las
tecnologias fisicas debido a que el efecto térmico podria tener una importancia sustancial en las mejoras de
los procesos fisioldgicos y bioquimicos que ocurren en el proceso de germinacion y en las etapas posteriores
de crecimiento vegetal. En la Tabla 2 se observan los resultados de la temperatura superficial promedio de
las semillas de cacahuate tras la aplicacion de las tecnologias fisicas.
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Tabla 2. Temperatura superficial de semillas no expuestas (Control) y semillas tratadas con las
tecnologias fisicas evaluadas.

Tratamientos Temperatura (°C)
Control 283+ 1.15°
Uv-C 29+ 1.01°
Laser 34.66 £ 1.52°
Campo magnético 273+1.52°
Tukey HSD (P <0.05) 3.45

Los datos con letras distintas presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05). Media + error estandar.

Los resultados muestran que existi6 una variacion promedio de la temperara superficial de las semillas,
producida por la exposicion de 15 minutos a radiacion laser; este aumento significativo corresponde a 6.36
grados Celsius con respecto a las semillas control. Las semillas de cacahuate expuestas a las técnicas de
radiacion UV-C y campo magnético no presentaron diferencias significativas de temperatura con respecto
al control.

Por otro lado, la viabilidad de los embriones vegetales es crucial para la reproduccion y perpetuacion de
las plantas, ya que determina su capacidad para germinar y contiene estructuras bésicas para iniciar el
crecimiento, en este estudio es relevante conocer cambios morfologicos y/o dafios en el embrion que pueden
causar la perdida de viabilidad por el uso de las tecnologias fisicas (Figura 4).

Los resultados muestran que la aplicacion de tecnologias fisicas como radiacion UV-C, laser y campo
magnético no provocaron dafios en el embrion que pueden causar la perdida de viabilidad. Por el contrario,
se puede observar que la tincion rosa oscura obtenida en los embriones tras la aplicacion de las tecnologias
fisicas evaluadas es mayor en comparacion con los embriones de las semillas control. Es importante
mencionar que tras la aplicacion de las tecnologias fisicas no se registraron embriones no viables.

La viabilidad embrionaria es importante en diversos contextos, principalmente en la mejora genética y
la produccion de los cultivos (Mancipe-Murillo et al. 2018).

Control Laser Campo magnético UV-C

Figura 4. Resultados de la prueba de viabilidad con Tetrazolio en embriones de cacahuate tratados con las
tecnologias fisicas.
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En la Tabla 3 se observan los resultados del indice de velocidad de germinacion (IVG), estos resultados
muestran que las tecnologias laser y campo magnético aplicadas a las semillas de cacahuate incrementaron
significativamente la velocidad de germinacion.

Tabla 3. indice de velocidad de germinacion de semillas tratadas con tecnologias fisicas como tratamiento
antes de la siembra.

Tratamientos IVG (Plantas/dias)
Control 2.0+0.1°
Uv-C 2.23+0.05%
Laser 2.46 £ 0.05*
Campo magnético 2.36%0.15°
Tukey HSD (P < 0.05) 0.26

IVG= indice de velocidad de germinacion. Los datos con letras distintas presentan diferencias estadisticas
significativas (Tukey, P < 0.05). Media + error estandar.

El incremento de la velocidad de germinacion en semillas tratadas con radiacion UV-C, laser y campo
magnético ha sido previamente reportada en cultivos ricos en almidon, Pouria Sadeghianfar et al. (2019)
mostraron que la exposicion de semillas de maiz y remolacha azucarera a radiacion UV-C (254 nm) no
altero significativamente el porcentaje de germinacion, pero si aument6 la velocidad de germinacion, con
radiculas y plumulas mas largas en los tratamientos de 8 h 'y 12 h, respectivamente.

Por lo anterior, el tratamiento con radiacion UV-C de estas semillas sugiere mecanismos como la ruptura
del tegumento o el leve aumento de temperatura inducidos por la radiacion. Por otro lado, Hasan et al. (2021)
reportaron que el tratamiento laser en maiz mejor6 la calidad de semillas, aumentando el contenido de
proteinas y almidon. Atribuyendo los efectos a un aumento de energia interna que facilita la actividad
enzimatica y la division celular, por lo que el tratamiento laser sugiere mecanismos que incluyen activacion
de fitocromos, estimulacion de hormonas (giberelinas), y mayor energia interna para acelerar reacciones
metabolicas y division celular.

Finalmente, la aplicacion de campo magnético (100-150 mT por 10 minutos) en semillas de girasol
mejoraron la germinacion, especificamente reduciendo el tiempo medio de germinacion y sincronizando la
emergencia de las plantulas. La exposicion a campo magnético tuvo efecto en diversos procesos fisiologicos
como aumento de la actividad de a amilasa. Ademas, estimuld la division celular en raices y la imbibicion
(Afzal et al. 2021). En maiz, la aplicaciéon de campo magnético (100 mT por 15 minutos) estimulo la
concentracion de giberelinas, metabolitos secundarios como fenoles totales y flavonoides e increment6 el
contenido de cenizas en germinados aumentando asi su valor nutricional (Santos-Espinoza et al. 2023).
Estos resultados demuestran que el tratamiento con campo magnético sugiere mecanismos que incluyen
mayor permeabilidad de membranas, absorcion de agua/nutrientes, promueve el metabolismo enzimatico
y antioxidante.

En la Figura 5 se muestra el crecimiento de la raiz embrionaria de las semillas de cacahuate a los 4 dias
después de la siembra posterior a la aplicacion de las tecnologias fisicas.

Una mayor longitud y grosor de la raiz embrionaria podria deberse a una combinacion de eventos
fisiologicos, activacion hormonal (auxinas, giberelinas), division celular acelerada, mayor actividad
enzimatica, mejor absorcion de agua, mayor sintesis de proteinas estructurales y proteccion antioxidante,
todos ellos potenciados por técnicas fisicas como radiacion UV-C, laser y campo magnético.
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Figura 5. Crecimiento de la raiz embrionaria de las semillas de cacahuate a los 4 dias después de la
siembra posterior a la aplicacion de las tecnologias fisicas evaluadas.

La aplicacion de tecnologias fisicas en semillas todavia necesita una extensa investigacion aplicada para
definir la dosis Optima, el tiempo de exposicion, las condiciones de irradiacion dependientes del genotipo y
del medio ambiente. Es importante mencionar que el tipo de semilla influye considerablemente en la
respuesta a los tratamientos fisicos como radiacion UV-C, laser y campos magnéticos, debido a diferencias
fisiologicas, bioquimicas y estructurales entre especies. Por lo tanto, en cada especie, es necesario identificar
la dosis de irradiacion o el punto de tiempo mas adecuado para detener el tratamiento.

CONCLUSIONES

La aplicacion de las tecnologias fisicas como radiacion UV-C, laser y campo magnético en semillas de
cacahuate demostraron ser una alternativa biotecnologica eficaz para mejorar el porcentaje y velocidad de
germinacion de las semillas. Estos tratamientos fisicos estimularon procesos fisiologicos que favorecen una
germinacion mas rapida y uniforme, sin comprometer la viabilidad del embrion. Por lo tanto, de acuerdo a
los resultados obtenidos en esta investigacion demuestra que los efectos de los tratamientos fisicos
evaluados en las semillas ahora se deben abordar en multiples niveles, que van desde aspectos
morfoestructurales hasta cambios en la expresion génica y la acumulacion de proteinas o metabolitos para
poder conocer los mecanismos de interaccion de las tecnologias fisicas. El empleo de tecnologias fisicas en
semillas pueden ser herramientas sostenibles y no invasivas para optimizar la produccion agricola,
representando una alternativa viable a métodos quimicos tradicionales.
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RESUMEN

El manejo adecuado de los residuos organicos es clave para reducir riesgos sanitarios y mejorar la fertilidad
del suelo. En este estudio se analizd como cambian las comunidades de hongos durante el proceso de
compostaje y vermicompostaje de excretas de conejo, incluyendo también sus lixiviados (liquidos
resultantes). Utilizando técnicas de secuenciacion genética de ultima generacion (plataforma MiSeq de
[llumina), se identificaron los hongos presentes y se evalud su posible impacto en la salud y el ambiente. Se
observo que los hongos del grupo Basidiomycota fueron los mas abundantes en todos los tratamientos.
Destaca la notable reduccion del hongo Microascus, potencialmente patdgeno para humanos, cuya presencia
inicial del 37 % disminuyd hasta niveles tan bajos como 1 % en los lixiviados del compost. Esto indica que
el proceso, especialmente el vermicompostaje, puede ayudar a minimizar riesgos para la salud. Ademas, se
detectd una alta presencia de hongos saprotroficos como Aspergillus y Acremonium, conocidos por
descomponer materia organica y liberar nutrientes beneficiosos para el suelo. Estos hallazgos muestran que
el vermicompostaje no solo es efectivo para reducir hongos dafiinos, sino que también promueve
comunidades microbianas que favorecen la sostenibilidad agricola. Asi, se reafirma su potencial como una
herramienta ecoldgica y segura para la gestion de residuos y el mejoramiento de suelos.

Palabras clave: hongos, patogenos, lixiviados, vermicomposta.
INTRODUCCION

En la agricultura actual, encontrar formas sostenibles de manejar los residuos organicos es esencial para
reducir el uso de fertilizantes quimicos, proteger el medio ambiente y mantener suelos saludables. El
compostaje y el vermicompostaje procesos naturales que transforman los desechos en abono mediante la
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accion de microorganismos y lombrices se han convertido en herramientas clave para lograrlo. Entre sus
beneficios se incluye la mejora de la fertilidad del suelo, el reciclaje de nutrientes y la reduccion de
contaminantes.

En este contexto, los hongos juegan un papel central: algunos descomponen materiales dificiles como la
celulosa y la lignina, liberando nutrientes esenciales para las plantas, mientras que otros contribuyen a
mantener el equilibrio ecoldgico del suelo al interactuar con bacterias y raices, e incluso ayudan a controlar
enfermedades vegetales. Sin embargo, no todos los hongos son beneficiosos. Algunas especies, como
Microascus, pueden ser peligrosas para la salud humana si los residuos no se tratan adecuadamente.

Este estudio se propuso analizar y comparar las comunidades de hongos presentes en sistemas de compostaje
y vermicompostaje usando estiércol de conejo, con énfasis en su diversidad ecoldgica y su impacto potencial
en la salud y la agricultura sostenible. Conocer como varian estas comunidades permite mejorar el manejo
de los residuos, reducir riesgos sanitarios y aprovechar al maximo sus beneficios como fertilizantes
naturales. Asi, se aporta informacion clave para avanzar hacia una agricultura mas segura, eficiente y
respetuosa con el ambiente (Sayara et al., 2020; Lin et al., 2022; Vazquez-Villegas et al., 2021; Bouhia et
al., 2023; Pampillon-Gonzalez et al., 2017; Gutiérrez-Miceli et al., 2016; Sall et al., 2019; Hernandez-Lara
et al., 2021; Fierer, 2017; Anastasi et al., 2013; Liggenstoffer et al., 2010; Pavan et al., 2021; Gloor et al.,
2020; Okuda et al., 2022; Vyas et al., 2022; Zhong et al., 2020).

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se enfoco en entender como las comunidades de hongos cambian y actlian durante el
compostaje y vermicompostaje de excremento de conejo, un residuo agropecuario con gran potencial como
fertilizante natural. Para ello, s prepararon mezclas de excremento de conejo, bagazo de cafia de azlcar y
tierra, en una proporcion de 30:30:40. Se compararon dos procesos: uno de compostaje tradicional (sin
lombrices) y otro de vermicompostaje, en el que se afiadieron lombrices rojas californianas (Eisenia fetida),
conocidas por acelerar la descomposicion y enriquecer el producto final (Serrano-Ramirez et al., 2021).
Ambos tratamientos se colocaron en contenedores de PVC especialmente disefiados para recolectar
lixiviados los liquidos que se generan durante el proceso. Se establecieron cuatro grupos de analisis:
compost, vermicompost, lixiviado de compost y lixiviado de vermicompost, cada uno con cuatro réplicas.
Durante 90 dias, las mezclas se mantuvieron a la sombra, se revolvieron semanalmente y se les ajusto la
humedad regularmente para asegurar un proceso controlado. Después, los lixiviados fueron almacenados
por 30 dias mas en completa oscuridad, simulando condiciones de uso agricola.

Ademas de observar los cambios visibles en los materiales, se analizaron sus propiedades fisicoquimicas,
como el pH, la conductividad eléctrica, y los niveles de nitrogeno y carbono organico, indicadores clave de
calidad para los fertilizantes organicos.

Para estudiar la diversidad de hongos, los cientificos tomaron muestras en distintos momentos del proceso
y extrajeron ADN de los so6lidos (composta y vermicomposta) y de los sedimentos en los lixiviados. Este
material genético fue amplificado y secuenciado utilizando una tecnologia avanzada (Illumina MiSeq),
enfocada en una region especifica del ADN de los hongos, lo que permiti6 identificarlos con alta precision.
Se obtuvieron mas de 27 mil secuencias de alta calidad, que representaron 234 variantes diferentes de
hongos (Hoffman y Winston, 1987; Sambrook y Russell, 2001; Valenzuela-Encinas et al., 2008).

Estos datos fueron analizados con herramientas bioinformaticas especializadas, que permitieron clasificar
los hongos por tipo y funcioén, por ejemplo, si eran descomponedores, simbidticos o patdogenos. También se
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evaluaron las diferencias entre los tratamientos y se investigd como las propiedades del sustrato influian en
la composicion de las comunidades fingicas.

Los andlisis estadisticos y visuales se realizaron con programas especializados en analisis de datos
biologicos, como R y QIIME2. Se usaron modelos multivariados para identificar patrones, comparaciones
entre grupos y relaciones entre los hongos y las condiciones fisico-quimicas de la composta (v0.99, Bisanz,
2018; McMurdie y Holmes, 2013; v3.5; Wickham, 2016; v2.6-4, Oksanen et al., 2019; Gloor et al., 2020;
Quinn et al., 2019; Love et al., 2014; Conway et al., 2017)

Esta metodologia robusta permitié no solo conocer qué tipos de hongos estaban presentes, sino también
entender como estos microorganismos interactiian con su entorno y con otros elementos del proceso de
compostaje, generando informacion valiosa para el desarrollo de fertilizantes organicos mas seguros,
eficientes y sostenibles.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracteristicas fisicoquimicas

El estudio analizé como cambian ciertas propiedades clave del compost y el vermicompost durante su
transformacion a partir de estiércol de conejo, mezclado con tierra y bagazo de cafia. Se midieron
indicadores como el pH, la conductividad eléctrica (CE), el carbono organico total (COT) y el nitrogeno
total (NT), fundamentales para evaluar su calidad como fertilizantes organicos.

Al inicio, el sustrato tenia un pH neutro, pero tras 90 dias, tanto el compost como el vermicompost se
volvieron mas alcalinos, sefal de una descomposicion avanzada de la materia organica. La CE, que indica
la cantidad de sales solubles, disminuy6 en los materiales so6lidos, lo que refleja una mayor estabilidad del
abono. Sin embargo, en los lixiviados los liquidos generados durante el proceso la CE fue mucho mas alta,
lo que sugiere una alta concentracion de nutrientes disueltos.

El contenido de carbono disminuyd considerablemente, ya que se libera como CO: durante la
descomposicion. Por otro lado, el nitrogeno aumentd, sobre todo en los lixiviados, alcanzando niveles muy
altos. Esto indica que estos liquidos son especialmente ricos en nutrientes y tienen gran potencial como
biofertilizantes liquidos naturales para la agricultura (Tabla 1).

Tabla 1 Caracterizacion fisicoquimica del sustrato inicial, compost, de los lixiviados obtenidos del
compostaje, vermicompost, de los lixiviados obtenidos del vermicompostaje de conejos
utilizando E. fétida.

Tratamiento CE N Total C Organico
pH (mS/m) (g /kg s9) (g /kg s9)
Sustrato inicial 7.0%+0.08 2.75%+0.01 4.77°+0.09 307.66°£0.57
Composta 7.9%+£0.19 0.75%+0.06 8.16%+0.00 156.334+0.57
Lixiviado de composta 8.0°+0.05 8.02°+0.05 49.28+£0.38 411.49°+0.44
Vermicomposta 8.3+0.14 0.7340.21 9.20+0.01 156.66+0.57
Lixiviado de 8.0°+0.09 8.04+0.09 92.41%40.37 860.12542.74

vermicomposta
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Diversidad alfa de la comunidad flingica

El estudio evalu6 como cambia la diversidad de hongos durante el compostaje y el vermicompostaje de
estiércol de conejo, usando distintos indices ecoldgicos. Al inicio, el sustrato presentaba la mayor variedad
y cantidad de especies fungicas. Sin embargo, tras los procesos de descomposicion, estas métricas
disminuyeron notablemente.

El compostaje y la vermicomposta mostraron una reduccion en la cantidad de especies, y esta disminucion
fue atin mas marcada en los lixiviados (liquidos generados durante el proceso). En conjunto, estos resultados
muestran que, aunque los procesos de compostaje reducen la diversidad fingica, ciertos productos como el
lixiviado de vermicomposta pueden mantener una comunidad flingica mas equilibrada, lo que podria influir
positivamente en su uso como biofertilizante.

Dinamica de la Comunidad Fingica

La composicion de los hongos presentes en el estiércol de conejo y sus derivados cambi6 significativamente
segun el tipo de tratamiento aplicado. Al analizar los principales grupos fingicos, se observo que
Basidiomycota fue el mas abundante en el sustrato original (98%) y en el compost (92%), pero disminuyd
considerablemente en el vermicomposta (38%) y sus lixiviados (53%). Otro grupo destacado,
Rozellomycota, tuvo una presencia importante especialmente en el lixiviado de compost (62%) y en el
vermicomposta (25%) (Figura 1A).

Ademas, un porcentaje relevante de hongos encontrados no pudo ser identificado con precision, lo que
resalta la complejidad de estas comunidades microbianas. A nivel de género, Microascus, un hongo
potencialmente patdégeno, fue predominante en el sustrato original (37%) pero su presencia disminuy6 de
forma considerable tras los tratamientos, lo que indica que el compostaje y el vermicompostaje pueden
reducir hongos indeseables.

Por otro lado, géneros benéficos como Aspergillus y Preussia, conocidos por su papel en la descomposicion
de materia orgénica, fueron mas abundantes en el vermicomposta, lo que sugiere que este tratamiento
promueve una comunidad fingica mas favorable para el suelo. En resumen, los tratamientos modifican
significativamente las comunidades fungicas, mejorando su perfil para aplicaciones agricolas sostenibles
(Figura 1B).

El analisis de las comunidades fingicas se correlacionan con agrupamientos segun el tipo de tratamiento
aplicado. El sustrato inicial y el composta compartieron caracteristicas similares, mientras que los lixiviados
de vermicomposta formaron un grupo definido. Algunos hongos, como Acremonium y Myriococcum,
estuvieron asociados con altos niveles de carbono y nitrogeno, mientras que Preussia mostrd lo contrario.
Por su parte, Microascus y Aspergillus se pueden relacionar con el pH, lo que sugiere que condiciones mas
acidas podrian favorecer su presencia. Estos patrones ayudan a entender como los tratamientos influyen en
la composicion fungica del suelo.
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Figura 1. La estructura de la comunidad fungica se basa en la abundancia relativa de las variantes de la
secuencia de amplicones asignadas hasta a) el nivel taxondomico de filo y hasta b) el nivel
taxondémico de género. Los grupos taxondmicos y sus colores correspondientes estan ordenados
de mayor a menor abundancia en promedio para todos los tratamientos (n = 5).

El analisis reveld6 que el sustrato inicial contenia la mayor variedad de hongos, mientras que el
vermicomposta y su lixiviado mostraron la menor diversidad (Figura 1AyB). Esto indica que el proceso de
vermicompostaje reduce significativamente la variedad de hongos presentes. Ademas, se observo que el
compostaje y el sustrato inicial compartian muchas especies, a diferencia del vermicomposta, que presento
menos coincidencias. Estos resultados sugieren que las lombrices y las condiciones del vermicompostaje
modifican selectivamente las comunidades flingicas, favoreciendo ciertos grupos y eliminando otros, lo que
puede influir en la calidad bioldgica del fertilizante final.

Los procesos de compostaje y vermicompostaje afectan de manera distinta las comunidades de hongos en
los residuos organicos. Mientras el compostaje reduce la presencia de géneros como Preussia, Fusarium 'y
Penicillium, el vermicompostaje favorece la proliferacion de hongos como Aspergillus, Acremonium y
Hydropisphaera. Ademas, el vermicompostaje promueve un grupo Unico de especies fungicas que no
aparecen en el compostaje tradicional. Estos hallazgos muestran que el uso de lombrices no solo transforma
la materia organica, sino que también modifica la diversidad y estructura de los hongos, influyendo en la
calidad del fertilizante final (Figura 1AyB).

El papel de los hongos en el compostaje y vermicompostaje: mejorando la fertilidad del suelo y el
reciclaje de nutrientes

Los hongos del suelo son actores esenciales en el equilibrio de los ecosistemas, participando en procesos
vitales como el secuestro de carbono y la mineralizacion de nutrientes, que mantienen la salud del suelo y

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
64




Revista Digital Tec Tuxtla
Volumen especial del Doctorado en Ciencias
de los Alimentos y Biotecnologia

o P
TECNOLOGICO / \
NACIONAL DE MEXICO Eﬁ N
< O

1+ MR
QLl‘rl ERge

10°ANIVERSARIO

favorecen el crecimiento vegetal. En este estudio, exploramos como los procesos de compostaje y
vermicompostaje dos métodos bioldgicos para transformar residuos organicos en fertilizantes naturales—
afectan la composicion y funcion de las comunidades fungicas, asi como las propiedades fisicoquimicas de
los productos finales (Landinez-Torres et al., 2020; Liu et al., 2019; Pan et al., 2013; Wang et al., 2021;
Ramnarain et al., 2019).

Cambios en las propiedades fisicoquimicas

Durante el compostaje y vermicompostaje, observamos un aumento significativo del pH, lo que indica que
el material organico se esta estabilizando y creando un ambiente mas alcalino. Esto es beneficioso porque
facilita la actividad microbiana que impulsa la descomposicion y el reciclaje de nutrientes. Un hongo
llamado Botryotrichum, conocido por prosperar en condiciones alcalinas, aumentd notablemente en estos
tratamientos, lo que sugiere que se adapta bien a los cambios quimicos generados.

La conductividad eléctrica, que refleja la concentracion de sales solubles, disminuy6 en los residuos s6lidos
pero aumentd en los lixiviados los liquidos generados durante el proceso, que se enriquecieron con
nutrientes minerales valiosos. Esto posiciona a estos lixiviados como prometedores biofertilizantes liquidos,
capaces de aportar nutrientes esenciales a los cultivos.

Ademas, durante el vermicompostaje, las lombrices de tierra y ciertos hongos liberan enzimas que
descomponen la materia organica y aumentan el contenido de nitrégeno, un nutriente fundamental para las
plantas. De hecho, detectamos aumentos significativos de nitrogeno en el compost, vermicompost y sus
lixiviados, reafirmando el potencial fertilizante de estos productos.

Por otro lado, el carbono organico disminuy6 durante estos procesos, lo que es esperable ya que el carbono
se utiliza como fuente de energia durante la degradacion de la materia orgéanica, principalmente gracias a la
actividad de hongos como Preussia y Myriococcum, que producen enzimas capaces de romper compuestos
complejos como la celulosa (Ordofiez-Arévalo et al., 2018; Suthar, 2007; Usmani et al., 2019; Yavaraj et
al., 2021).

Diversidad y funciones de los hongos durante el proceso

Un hallazgo central de este estudio fue que el compostaje y el vermicompostaje no solo cambian la cantidad
y tipos de hongos presentes, sino que también favorecen hongos especializados que desempefian funciones
clave en la descomposicion y reciclaje de nutrientes. La especies disminuyeron a medida que avanzaba el
proceso, indicando una seleccion natural de hongos adaptados a las condiciones especificas del compostaje
o vermicomposta (Serrano-Ramirez et al. 2021; Suthar, 2007; Gutiérrez-Miceli et al., 2011; Sall et al., 2019;
Yuvaraj et al., 2021; El-Gindy, 2021; Seddouk et al., 2022).

Sin embargo, ciertos géneros fungicos como Aspergillus, Acremonium y Preussia persistieron y en algunos
casos aumentaron su abundancia. Estos hongos son esenciales para descomponer materiales vegetales
dificiles de degradar, como la celulosa y la lignina, gracias a la produccion de enzimas hidroliticas
especializadas. Por ejemplo, 4Aspergillus es un conocido degradador de polimeros vegetales, y Preussia
juega un papel en la transformacion y estabilizacion del nitrogeno, un nutriente crucial para el suelo.

El vermicompostaje destacé por aumentar la presencia de hongos beneficiosos como Aspergillus y
Acremonium, lo que sugiere que este proceso no solo acelera la descomposicion sino que también promueve
comunidades fingicas que mejoran la fertilidad del suelo. Estos hongos liberan nutrientes esenciales que
pueden ser facilmente absorbidos por las plantas, mejorando asi su crecimiento y resistencia.
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Un aspecto muy relevante fue la presencia exclusiva de Botryotrichum en los lixiviados de
vermicompostaje, un hongo adaptado a ambientes alcalinos que contribuye a la descomposicion de materia

organica bajo estas condiciones, y que podria ser clave para gestionar residuos en suelos con pH elevado
(Garg y Kaushik, 2005; Suthar, 2006)

Reduccion de hongos patogenos y seguridad agricola

El vermicompostaje mostr6 también una reduccion significativa en hongos patdogenos como Fusarium, un
hallazgo con gran impacto para la agricultura, pues implica que este método puede disminuir los riesgos de
enfermedades transmitidas por residuos organicos, mejorando la seguridad de los fertilizantes organicos
producidos. Esto confirma estudios previos que destacan al vermicompostaje como una estrategia sostenible
y segura para la gestion de desechos organicos.

Funciones ecologicas

El analisis ecoldgico de las comunidades fingicas muestra que los hongos saprotrofos, aquellos que
descomponen materia muerta fueron predominantes en casi todos los tratamientos, reafirmando su rol en el
reciclaje de nutrientes. También se encontraron hongos con funciones multiples, como simbiontes que
establecen relaciones beneficiosas con plantas, y patdgenos en menor medida, especialmente en el sustrato
inicial. La disminucion de hongos patogenos en los productos finales apunta a la eficacia del compostaje y
vermicompostaje para mejorar la calidad bioldgica de los fertilizantes.

La mayor abundancia (Figura 1) de hongos saproétrofos en el vermicompostaje sugiere que este proceso
promueve comunidades fungicas activas que pueden generar metabolitos y enzimas complejos, ayudando a
transformar compuestos dificiles de degradar en nutrientes disponibles para las plantas (Neher et al., 2013;
Meng et al., 2019; Irawan et al., 2023; Seddouk et al., 2022; Irawan et al., 2023; Dong et al., 2021;
Hernandez-Lara et al., 2021; Serrano-Ramirez et al., 2021; Sun et al., 2022; Ravindran y Naveenan, 2011;
Frey et al., 2004; Liggenstofter et al., 2010; Jaber y Vidal, 2019; Kasselaki et al., 2016; Shang et al., 2018;
Yang et al., 2019; Suthar, 2006; Moreno et al., 2021).

Impacto agronémico y ambiental

Los resultados evidencian que los productos derivados del compostaje y vermicompostaje, tanto sélidos
como liquidos, contienen comunidades fungicas beneficiosas que pueden usarse para mejorar la fertilidad
del suelo, controlar patdogenos y contribuir a la sostenibilidad agricola. La actividad microbiana contribuye
a la estabilizacion del estiércol, retencion de nitrogeno y liberacion gradual de fosforo, elementos clave para
la nutricion vegetal.

Ademas, el vermicompostaje favorece la produccion de metabolitos secundarios valiosos, algunos con
aplicaciones farmacéuticas, y mejora la aireacion y estabilidad del material orgénico. Esto explica por qué
varios estudios muestran que el vermicompostaje suele superar al compostaje tradicional en cuanto a
beneficios para el crecimiento vegetal y la salud del suelo (Amobonye et al., 2023; Vyas et al., 2022; Frac
et al., 2018; Okuda et al., 2022; Moreno et al., 2021; Ning et al., 2021; Ayilara et al., 2021; De Corato et
al., 2019; Sayara et al., 2020; Lazcano et al., 2008; Vyas et al., 2022 y Ducasse et al., 2022).

CONCLUSIONES
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Este estudio resalta la importancia de comprender la dinamica de las comunidades fungicas en los procesos
de compostaje y vermicompostaje, ya que estos microorganismos no solo son esenciales para la
descomposicion y reciclaje de nutrientes, sino que también influyen en la calidad y seguridad de los
fertilizantes organicos. El vermicompostaje, en particular, promueve hongos funcionalmente activos que
mejoran la fertilidad del suelo y reducen la presencia de patdogenos, consolidandose como una herramienta
ecologica efectiva para la gestion de residuos organicos y la produccion agricola sostenible. El
aprovechamiento de estos conocimientos puede guiar practicas agricolas mas limpias y eficientes, que
optimicen el uso de recursos naturales y fomenten la salud de los ecosistemas terrestres a largo plazo.
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RESUMEN

En los ultimos afios, México ha experimentado un aumento en la demanda de produccion de alimentos
y con ello la utilizacion excesiva de pesticidas y fungicidas quimicos, los cuales se emplean para el control
de fitopatdgenos que causan afectaciones en los cultivos y sus derivados, provocando severos dafios en la
fertilidad de los suelos, diversidad microbiana benéfica y, ademas, riesgos para la salud humana. En este
presente estudio se aislo, identificd y se evaluo el potencial de biocontrol de una cepa bacteriana nativa
extremofila del lago-crater del volcan El Chichon. En una primera etapa se realizo el aislamiento y la
identificacion molecular de la cepa VCA3 mediante la amplificacion del gen 16S rRNA por PCR de punto
final. Posteriormente, se realizaron pruebas bioquimicas y de confrontacion dual para evidenciar el potencial
de biocontrol de la cepa nativa extremofila VCA3. Los resultados demostraron que la cepa Brevibacillus
sp. VCA3 tuvo la capacidad de inhibir de manera significativa el crecimiento de diversos hongos
fitopatogenos. Estos resultados respaldan el potencial de esta cepa en el biocontrol de fitopatdgenos para
mejorar los estandares de calidad actuales de los procesos de produccion agricola sostenible.

Palabras clave: Aislamiento, termofilo, agente de biocontrol, volcan Chichonal.
INTRODUCCION

La diversidad y abundancia de organismos presentes en nuestro planeta esta constituida en su mayoria
por microorganismos (Romero, 2021). Se han reportado aproximadamente 30,800 géneros de protozoarios,
70,000 especies de hongos y 45,000 especies de bacterias. No obstante, ambientes como el suelo contienen
una amplia diversidad de microorganismos como protozoarios, cianobacterias, bacterias y hongos, en donde
se estima que existen poblaciones de especies de 100 a 2,000 millones de individuos por cada gramo de
suelo (Schultz & Rosado, 2020), en donde se han identificado 35,000 especies de bacterias y 1.5 millones
de especies de hongos aproximadamente, aunque se estima que solo se han identificado entre un 8% y un
1% respectivamente. Esto sugiere que otros habitats dentro de cada ecosistema del planeta pueden albergar
una diversidad y abundancia microbiana que todavia no ha sido explorada (Martinez-Espinoza, 2020).

En este contexto, diversos estudios sobre las comunidades microbianas se basan en la capacidad que
tienen para adaptarse a multiples condiciones de ambientes que son denominados ecosistemas extremos, los
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cuales presentan condiciones que se encuentran fuera de los rangos considerados como normales. Estos
microorganismos se denominan extremofilos y dentro de este grupo se encuentran los termofilos, los cuales
son capaces de adaptarse y sobrevivir a altas temperaturas. Dichos microorganismos se han aislado de
fuentes geotermales, areas volcanicas, fumarolas y sistemas hidrotermales (Schiraldi et al. 2020). Reportes
como el de Pena-Ocaiia et al. (2020) describen el lago-crater del volcan El Chichdn, un ecosistema extremo
ubicado en el Estado de Chiapas, considerado una fuente de biodiversidad microbiana, los cuales son
capaces de tolerar condiciones especificas en ambientes que no han sido estudiados. Diversas
investigaciones realizadas en este sitio volcanico se basan en la composicion quimica del lago crater
mediante el monitoreo hidrogeoquimico, mostrando indices de acidez altos en el agua, con un rango de pH
de 2 a 3, teniendo dos aportes principales: aguas hidrotermales y gases con H,O, la cual confiere
caracteristicas extremas al lago del volcan El Chichon (Armienta, et al., 2014).

Por otra parte, existen estudios relacionados con la presencia de vegetacion primaria, como son las
plantas pioneras, las cuales facilitan el establecimiento de plantulas de diversas especies a los alrededores
de El Chichon, generando condiciones ambientales favorables para la vida microbiana. Dentro de estas
investigaciones, existen reportes previos de los microorganismos presentes en ambientes volcanicos y el
papel que juegan en el desarrollo de nuevas investigaciones biotecnologicas, debido a que estos
microorganismos son capaces de enzimas alcalinas extracelulares, producir fitohormonas, solubilizar
fosfatos y tener propiedades como controladores de fitopatdgenos (Rincon-Molina et al., 2020). De igual
manera, un estudio realizado por Rincon-Molina et al. (2018) reportaron la presencia de microorganismos
capaces de habitar en sedimentos volcénicos de El Chichén, ademas de que el indice de acidez encontrado
fue ligeramente acido, la concentracion de metales pesados fue alta, en donde se destaco la presencia de
molibdeno y vanadio, destacando la participacion de estos compuestos en procesos bacterianos bioquimicos
y metabolicos. Un andlisis previo relacionado con la identificacion de bacterias termofilas aisladas de
sedimento y agua del lago-crater del volcan El Chichon, fue el realizado por Martinez-Lopez et al. (2023),
en donde demostraron la presencia de una bacteria termofila perteneciente al género de Paenibacillus, en
donde se identifico su genoma completo y se demostré que tiene la capacidad de producir metabolitos y
ademas de que presenta genes que estan relacionados con la promocion del crecimiento vegetal y el control
de fitopatogenos.

En México existe una gran demanda de produccion de alimentos, sin embargo, la utilizacion excesiva
de productos quimicos que se emplean para el crecimiento y el control de fitopatdogenos causa afectaciones
en los cultivos y sus derivados, asi como grandes efectos negativos en la salud humana y en el medio
ambiente, cambiando las propiedades fisicoquimicas del suelo y alterando la composicion de las
comunidades microbianas benéficas (Referencia). Es por ello que existe la necesidad de estudiar nuevas
alternativas para la disminucion del uso de quimicos, dando paso al uso de microorganismos extremos en la
agricultura. Por lo anteriormente mencionado, en esta investigacion se identifico y evalu6 la cepa nativa
extremofila Brevibacillus sp. VCA3 como un agente de biocontrol contra hongos fitopatdogenos de interés
agricola y comercial.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de la cepa Brevibacillus sp. VCA3

Para el aislamiento de la cepa, se recolectaron muestras de sedimento de la capa superficial y perimetral
del lago del volcan EI Chichén a 81 °C. Primeramente, se tomo 1g de sedimento y se coloco en 10 mL de
agua volcanica (del mismo punto de recoleccion de los sedimentos) y se mantuvo en agitacion a 120 rpm
durante 12 h a 50 °C. Para la preparacion de los cultivos bacterianos, se inoculd 1 mL de la suspension en
10 mL de medio liquido LB (Luria Bertani) y se incubd a 50 °C durante 72 h. Los aislados fueron
seleccionados mediante la diversidad morfologica de sus colonias. El aislamiento de la cepa VCA3 se

realiz6 en agar LB mediante la técnica de estria cruzada hasta obtener un cultivo puro (Martinez-Lopez et
al., 2023).

Caracterizacién morfologica

Se realizo la caracterizacion morfologica de Brevibacillus sp. VCA3, ya que es de suma importancia para
iniciar la identificacion preliminar de cada cepa aislada. La descripcion de identificacion de la cepa
bacteriana VCA 3 se llevo a cabo mediante observacion en placa, considerando caracteristicas morfologicas
macroscopicas como el tamatfio, superficie, consistencia, morfologia y color/pigmentacion.

Tincién de Gram

La tincion de Gram se realiza con el proposito de estudiar y clasificar la bacteria Brevibacillus sp. VCA3
para poder lograr una prueba de identificacion de la cepa nativa de acuerdo con la metodologia reportada
por Martinez-Lopez & Ruiz-Valdiviezo (2019). Para el procedimiento de identificacion microscopica de la
cepa bacteriana, se realizoé una toma directa de la cepa VCA3 que se colocd en un portaobjetos de vidrio
que contiene de 1 a 2 gotas de agua destilada. Previamente, se procedido a homogenizar la muestra con
movimientos circulares hasta formar una mancha delgada, por tltimo, la muestra se fija pasandola 3 veces
cerca de la llama del mechero, cuidando que la muestra no se sobrecalentara. Una vez realizada la fijacion
de la bacteria en el portaobjetos de vidrio, se prosigui6 a realizar la tincion de Gram con las soluciones que
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Soluciones para la tincion de Gram

Solucion Tiempo Grampositivas Gramnegativas
Colorante 2 min Violeta Violeta
Mordiente: Lugol 2 min Violeta Violeta
Decolorante: Alcohol-cetona 10s Violeta Incolora
Colorante de contraste: Safranina 1 min Violeta Rosada
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Extraccion de ADN genémico

La cepa fue reactivada en medio LB a 45 °C durante 48 h para su posterior extraccion de DNA gendmico
que se realiz6 empleando el kit comercial ComercialZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (ZYMO
RESEARCH) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Determinacion de la calidad y cantidad de DNA genémico

La calidad del DNA extraido se comprob6 utilizando un gel de agarosa al 1%. Los pozos del gel fueron
cargados con 3 uL de marcador de peso molecular GeneRuler™ 1Kb Plus DNA (Thermo Scientific™) y 3
uL del DNA extraido, adicionando 2 pL de buffer de carga SYBR Green ™ (Thermo Fisher Scientific) en
todos los pozos cargados. Continuamente, las muestras de DNA fueron separadas sumergiendo el gel en
una solucién de TAE 1X dentro de una camara de electroforesis (SIGMA-ALDRICH ®). Las condiciones
de corrida fueron 90 voltios, 400 mA, durante 30 minutos con una fuente de alimentaciéon Power PAC300
(BIO-RAD®); posteriormente, la cuantificacion de la cantidad de DNA extraido se realizo con ayuda de un
espectrofotometro de UV visible NanoDrop TM One UV-Vis (Thermo Scientific ™).

Amplificaciéon del gen 16S rRNA mediante la técnica de PCR de punto final

La amplificacion del gen 16S rRNA se realizo empleando los oligos 27F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG-3’) y 1492R (5’-GTT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’), los cuales son caracteristicos para la
amplificacion a 1540 pb aproximadamente. El volumen total de reaccion de PCR fue de 50 pL. Para preparar
la reaccion de PCR, se agregd 5 uL de Buffer 10X, 1.5 uL MgCl, al 50 mM (Invitrogen ™), 0.5 uL de
primer 27F y 1492R (T40OLIGO *), 0.4 uL de un mix con dNTP’s al 2.5 mM c/u (Thermo Scientific™),
0.25 uL de Taq polimerasa al 5 U/uL (Invitrogen ™), 1 uL de DNA y 40.85 pL de H,O libre de nucleasas
(Thermo Scientific™). El programa utilizado para amplificar el gen se muestra en la figura 1, utilizando un
termociclador Mastercycler (Eppendorf®). Los productos de amplificacion fueron revelados en un gel de
agarosa al 1% que contenia 2 pL de marcador de peso molecular GeneRuler™ 1Kb Plus DNA (Thermo
Scientific™) y 2 uL de las reacciones amplificadas, adicionando 2 pL de buffer de carga SYBR Green™
(Thermo Fisher Scientific) a cada uno de los pozos del gel cargados. Las muestras corridas en el gel fueron
sumergidas en una solucion de TAE 1X dentro de una cdmara de electroforesis (SIGMA-ALDRICH *). Las
condiciones fueron 90 voltios, 400 mA, durante 33 minutos con una fuente de alimentacién Power PAC300
(BIO-RAD®); posteriormente, la calidad de las bandas obtenidas en el gel se reveld en un transiluminador
UV Transilluminator 2000 (BIO-RAD®), mientras que la cuantificacion de los amplicones obtenidos se
realizo con ayuda de un espectrofotometro de UV visible NanoDrop TM One UV-Vis (Thermo Scientific
™) (Martinez-Lopez & Ruiz-Valdiviezo, 2019).
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Figura 1. Programa de PCR utilizado para la amplificacion del gen 16S rRNA.
Secuenciamiento y analisis bioinformatico de la cepa Brevibacillus sp. VCA 3

La secuenciacion de las amplificaciones de los productos de PCR (forward y reverse) se llevo a cabo con
el método de capilaridad de SANGER en la empresa Macrogen ubicada en Setll, Republica de Corea del
Sur. Una vez obtenida la secuencia, se utilizo el software FichTV para observar la calidad de las secuencias
obtenidas, esto en busca de que los electroferogramas tuvieran sefales definidas. Para realizar el
alineamiento y purificacion de las secuencias, se utilizé el software SeaView. Para llevar a cabo la
asignacion taxonomica, se utilizo la herramienta del BLAST del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Por ultimo, para construir el arbol filogenético se utiliz6 el programa de MEGA X
(Lopez., 2019).

Evaluacion in vitro de la capacidad antagonica de la cepa VCA3 contra hongos fitopatogenos.

Para esta prueba antagonica se utilizo la cepa Colletotrichum gloeosporioides, la cual fue colectada de
frutos infectados de mango. Estas cepas fueron proporcionadas por el laboratorio de Fitopatologia del
INIFAP, ubicado en Ocozocoautla, a cargo del Dr. Eduardo Raymundo Garrido Ramirez. Los parametros
para la conservacion de la cepa Colletotrichum fueron una incubacion a 28°C durante 7 dias. Por
consiguiente, la cepa Fusarium oxysporum fue aislada de plantas de chile infectadas, proporcionada por el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Tecnologico Nacional de México/Instituto Tecnologico de Tuxtla
Gutiérrez, a cargo de la Dra. Nancy Ruiz Lau. La cepa Fusarium fue incubada a 28°C durante 4 dias.
Posteriormente, se cortaron discos fungicos de 0.6 cm de didmetro y se colocaron a 15 mm de distancia del
borde de una caja de Petri con medio s6lido PDA (Agar Papa y Dextrosa) (DIBICO®). La cepa de VCA 3
fue sembrada por estria simple a una distancia de la posicion del disco fungico. Los cultivos fueron
incubados a una temperatura de 28°C durante el tiempo de crecimiento de acuerdo con los parametros
determinados anteriormente del respectivo hongo empleado en cada prueba. Todas las confrontaciones

fueron realizadas por duplicado, el crecimiento radial se det%rmin('}? como la tasa de inhibicion.
cC—Rt

Tasa de inhibicion (%) = [ ]x 100 %

Rc
Donde Rc es el crecimiento radial del hongo control y Rt es el crecimiento radial del hongo desde la

posicion del disco fungico (Kim et al., 2020).
Determinacion de la actividad de biosurfactante de la cepa VCA 3

Para realizar la determinacion de esta actividad biosurfactante, en primer lugar, se afiadi6 0.5 mL del
extracto de cultivo, 7.5 mL de buffer que contenia 20 mM de Tris-HCI (J.T. Baker™) y 10 mM de MgSO4

https://revista.tuxtla.tecnm.mx/
75




=L

Qg erios ALy,
< /, o ‘7,
& () § ,
TECNOLOGICO f\° )
NACIONAL DE MEXICO %M ),
<. Y

Revista Digital Tec Tuxtla
Volumen especial del Doctorado en Ciencias

de los Alimentos y Biotecnologia 6

Cumere®”
(J.T. Baker™) y 0.1 mL de oliva y soja respectivamente para cada experimento en un tubo de vidrio de
13x100 mm (PYREX®)2. Por consiguiente, se agitd durante 1 min en un agitador Vortex-Genie II Mixer
SI-0236 (Scientific Industries) y se dejo reposar durante una hora a 30 °C. Por ultimo, la cantidad de
emulsionante se determind midiendo la absorbancia de la mezcla contenida en cada tubo a una longitud de
onda de 540 nm con un espectrofotémetro VE 5600 UV-A11807003 (VELAB®). El ensayo fue realizado
por triplicado, incluyendo el control que contenia caldo LB sin inocular (Méndez-Trujillo et al., 2016).

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos de confrontacion y actividad biosurfactante, se sometieron a un analisis
estadistico en donde se present6 su valor medio y su desviacion estandar. Para comparar las diferencias
entre las medias, se realizo un analisis de varianza (ANOVA) utilizando la prueba de Tukey con ayuda del
software Statgraphics Centurion XVII con un 95 % de confiabilidad y una diferencia estadistica significativa
ap <0.05 (Kaur et al., 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de la cepa Brevibacillus sp. VCA3

La cepa bacteriana VCA3 fue aislada a partir de muestras recolectadas del volcan El Chichon, Chiapas,
México. Tras la incubacion en medio nutritivo solido durante 48 h a 45°C, se obtuvo un crecimiento
uniforme de colonias con caracteristicas fenotipicas distintivas. La morfologia colonial de la cepa VCA3
presentd una forma circular de color beige, con bordes regulares y redondeados, superficie plana y una
consistencia cremosa (Figura 2).

/|

Figura 2. Morfologia de las colonias fofmadas por la cepa VCA3 reactivada en medio LB.

Desde una perspectiva comparativa, este tipo de morfologia fue similar a lo reportado previamente en
especies del género Brevibacillus por Layton & Maldonado (2011), quienes aislaron la cepa Brevibacillus
sp. G12 obtenida de raices de nopal cultivado en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en
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Saltillo, Coahuila, México. Dicho ecosistema fue considerado extremo debido a las condiciones
fisicoquimicas que se necesitan para la supervivencia de estos microorganismos. Ellos encontraron que la
cepa G12 presentd morfologias de colonias blanquecinas, grandes, extendidas e irregulares, de consistencia
cremosa. En este contexto, los resultados demuestran que las diferentes especies del género Brevibacillus
que han sido aisladas de ecosistemas extremos, comparten ciertas caracteristicas morfologicas
predominantes, como el color y consistencia que presentan cuando son sembradas en medios de cultivo
solidos.

Por otro lado, las observaciones fenotipicas a nivel microscopico de la cepa VCA3 revelaron estructuras
cocoides de forma puntiforme. La prueba de tincion de Gram mostr6 un color azul caracteristico, lo que
confirma que se trata de una bacteria Gram positiva (Figura 3).

Figura 3. Tincion de Gram positiva de la cepa VCA3 aislada del lago crater del volcan El Chichon.

Extraccion del DNA genomico y amplificacion del gen 16S rRNA de la cepa VCA3

Posteriormente a la reactivacion de la cepa, se realizd la extraccion de DNA, cuyos resultados fueron
evaluados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. En la Figura 4 se puede observar la presencia
de bandas definidas, claras e intensas, demostrando una buena calidad de DNA. De acuerdo con el marcador
del peso molecular utilizado (GenerRuler™ 1Kb plus DNA Ladder), se estimé un tamafio molecular
aproximado de 20 000 pb.
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Figura 4. DNA revelado en gel de agarosa. Orden de las muestras: 1: marcador molecular 1 Kb plus; 2 y
3: DNA de la cepa VCA3.

Seguido de obtener su cantidad, se cuantifico la concentracion y calidad de DNA obtenido,
encontrandose valores adecuados para su secuenciamiento. Con base a las especificaciones del fabricante
(Thermo Scientific, 2016) de espectrofotdmetro NanoDrop One/One UV-Vis, se reporta que un indice de
absorbancia A260/A280 cercano a 1.8, se considera un indicativo de alta pureza, al reflejar la ausencia de
contaminantes como RNA, proteinas o enzimas. En este estudio, la concentracion de DNA de la cepa VCA3
fue de 96.70 £ 5.6 ng/uL y una relacion A260/A280 de 1.89 + 0.01, confirmando su calidad apropiada para

analisis moleculares posteriores.
Amplificacién y secuenciamiento del gen 16S rRNA de la cepa VCA3

Con la calidad de DNA, se realizé la amplificacion para el gen 16S rRNA. El anélisis mediante la
electroforesis en gel de agarosa al 1% mostré una banda de aproximadamente 1,500 pb, correspondiente al

tamafio esperado para este marcador molecular (Figura 5).
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Figura 5. Amplificacion del gen 16S rRNA revelado en gel de agarosa. Orden de las muestras: 1: Kb plus
y 2: amplicon del gen 16S rRNA de VCA3.

Un estudio realizado por Coenye & Vandamm, (2023) reportaron que el gen 16S ha demostrado ser de
gran utilidad para describir y caracterizar las comunidades microbianas, debido a que su secuencia se
encuentra altamente conservada entre las distintas especies de bacterias y arqueas. E1 ARNr 16S es un
polirribonucledtido de aproximadamente 1500 nucleétidos codificado por el gen 7rs, también denominado
ADN ribosomal 168S. Esta molécula ha sido reconocida como un poderoso marcador universal debido a que
se encuentra en todos los organismos conocidos (Rodicio & Mendoza, 2004). Por otro lado, la calidad y
cantidad del producto amplificado se cuantificé con el espectrofotometro NanoDrop One/One Uv-vis,
encontrando que la concentracion de 35.80 ng/uL y la calidad A260/A280 de 1.75, valores aceptables para
su secuenciamiento.

Posteriormente, el analisis comparativo de la secuencia del 16S rRNA de la cepa aislada VCA3 se realizo
mediante la herramienta BLAST perteneciente al NCBI para su asignacion taxonomica. Los resultados
mostraron que la mayoria de las cepas aisladas hasta la actualidad pertenecen al género Brevibacillus (Figura
6), obteniéndose una similitud del 96.58% de identidad con Brevibacillus formosus strain SR4-23.

VCA3

40 \— Brevibacillus agri SSK2-11.1 (MN421081.1)

Brevibacillus brevis HMF7750 (KY047407.1)
32

[ Brevibacillus formosus SR4-23 (MN421503.1)

Brevibacillus formosus SR5-30-1 (MN421518.1)

23

Brevibacillus formosus SR3-14 (MN421478.1)

Brevibacillus formosus SR2-5 (MN421455.1)

35
Brevibacillus formosus SR4-10 (MN421496.1)

30

Brevibacillus formosus PK5-14 (MN428226.1)

90

Brevibacillus formosus PK5-14 (1) (MN428192.1)

—
0.0010

Figura 6. Arbol filogenético de la cepa VCA 3 aislada del lago crater del volcan El Chichon.

La importancia del género Brevibacillus esta confirmada por diversas investigaciones cientificas y
catalogos comerciales de proteinas recombinantes heterdlogas. Brevibacillus es una de las bacterias
grampositivas mas comunes reportadas en diferentes entornos ecologicos. Las altas tasas de crecimiento, la
eficiencia de transformacién mejorada mediante electroporacion, la produccion de pequenas cantidades de
proteasas extracelulares y la expresion constitutiva de proteinas heterdlogas, lo que lo convierte en un
excelente modelo de laboratorio. En términos de aplicaciones biotecnologicas, este género continta siendo
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una fuente de interés debido a la capacidad que tienen sus enzimas para biodegradar polietileno de baja
densidad y su capacidad para actuar como agente de control biologico.

En este contexto, Meena et al. (2014) reportaron el aislamiento y caracterizacion de la cepa Brevibacillus
formosus, siendo esta capaz de producir un alto nivel de quitinasa, de los suelos del Gran Desierto de la
India, donde la temperatura oscila entre -4 °C y 52.8 °C. Los resultados reportados muestran que la enzima
producida por Brevibacillus formosus se encontrd termoestable a temperaturas mas altas y mostrd una tasa
de crecimiento de mas de 5 h a 100°C, donde el peso molecular estimado de la enzima purificada fue de
37.6 kDa. Un ejemplo claro sobre el uso biotecnologico de estas bacterias se relaciona con diversos estudios
sobre el polietileno, debido a que este tiende a ser dificil de degradar naturalmente en el medio ambiente,
por lo que se convierte en uno de los residuos que requieren un manejo especial en el proceso de gestion.
Un analisis molecular del género Brevibacillus brevis reportado por Rozana et al. (2023) indico que este
género tiene la capacidad de degradar el polietileno, debido a que tiene buenas habilidades de supervivencia
bajo estrés y falta de nutrientes, lo que refuerza su relevancia ambiental y biotecnologica.

Capacidad antifungica de la cepa VCA3

Los analisis a nivel in vitro confirmaron la efectividad y la capacidad que presenta la cepa VCA 3 para
inhibir fitopatdgenos de interés agricola. En particular, se evaluo su capacidad de inhibicion contra el hongo
Colletotrichum gloesporioides. La actividad antifungica fue representada mediante la medicion de la tasa
de inhibicion (%) y el diametro de crecimiento micelial (cm), comparando el tratamiento control con el
tratamiento por confrontaciéon. En las Figuras 7, 8 y 9 se pueden observar los resultados de la actividad
antifingica de la cepa VCA3 contra diferentes cepas del hongo.

Figura 7. Confrontacion dual de Brevibacillus sp. VCA3 contra Colletotrichum gloesporioides: 1)
Colletotrichum gloesporioides 6511 control; 2 y 3) Colletotrichum gloesporioides 6511 + VCA3

En la Tabla 2, se observa que la cepa VCA3 present6 un 24.04% de inhibicion frente a Collectotrichum
gloesporioides 6511 y, comparado con el control, se tuvo una diferencia estadistica significativa,
evidenciando que la presencia de la bacteria extremofila VCA3 limito el crecimiento del hongo.
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Estos datos son similares a los reportados por Miljakovi¢ et al. (2020) donde obtiene un porcentaje de
inhibicion de 69.1% en confrontacion con Bacillus firmus a las 96 h; por su parte, Ruiz-Sanchez (2014)
obtuvo un valor de inhibicion de 63 a 80% de inhibicion por la cepa Bacillus subtilis. Adicionalmente,
diversos estudios han reportado que las cepas pertenecientes al género Bacillus sp. producen lipopéptidos
ciclicos como son surfactina, iturina A y fengicina, los cuales se asocian a la formacion de las zonas de
inhibicion cuando existe el enfrentamiento de los antagonistas contra el fitopatdgeno (Salas, 2015).

Tabla 2. Tasa de inhibicion de Brevibacillus sp. VCA 3 contra Collectotrichum gloesporioides 6511.

Cepa fungica 6511
Tratamientos Diametro del hongo (cm) Tasa de inhibicion (%)
Control Colletotrichum sp. 52+0a 0+0a
VCA3 vs Colletotrichum sp. 3.95+£0.35355b 24.04 +6.80237 b
DMS 1.07566

Figura 8. Confrontacion dual de Brevibacillus sp. VCA3 contra Colletotrichum gloesporioides: 1)
Colletotrichum gloesporioides 6531 control; 2 y 3) Colletotrichum gloesporioides 6531 + VCA3

En la Tabla 3 se reporta el porcentaje de inhibicion de la cepa Colletotrichum gloesporioides 6531 con
un valor de 11.54% de actividad antifiingica de la cepa VCA3. De manera general, se puede observar en la
Figura 8, una diferencia de crecimiento de la cepa VCA3 en comparacion con el tratamiento control,
confirmando de forma macroscopica que existe menos esporas en el tratamiento 2 y 3.

Sawar et al. (2018) realizaron un estudio sobre el potencial de control bioldgico de bacterias antagonistas,
con los géneros Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum capsici, y Colletotrichum sp. ldentificaron
que 9 bacterias del género Bacillus mostraban potencial antagonista, dentro de estas se destacan Bacillus
subtilis y Bacillus amyloliquefaciens obtuvieron una mejor actividad antifiingica contra Colletotrichum con
un valor de 61.8%. El género Bacillus tiene un papel muy importante en la sanidad vegetal; estimulando el
crecimiento y proteccion contra microorganismos fitopatogenos, y esta ampliamente relacionado con la
produccion de metabolitos secundarios (Villarreal-Delgado et al., 2018).
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Tabla 3. Tasa de inhibicion de la actividad antifingica de Brevibacillus sp. VCA 3 contra el hongo
fitopatdégeno Collectotrichum gloesporioides 6531.

Cepa fiingica 6531
Tratamientos Diametro del hongo (cm) Tasa de inhibicion (%)
Control Colletotrichum sp. 52+0a 0+0a
VCA3 vs Colletotrichum sp. 4.6+£0.141421b 11.54+2.71529 b
DMS 8.26109

Figura 9. Confrontacion dual de Brevibacillus sp. VCA3 contra Colletotrichum gloesporioides. 1)
Colletotrichum gloesporioides 6533 control; 2 y 3) Colletotrichum gloesporioides 6533 +
VCA3.

En la Tabla 4 se muestra que la cepa VCA3 presento6 una tasa de inhibicion de la actividad antifungica con
un porcentaje de 19.0 % frente al fitopatogeno Colletotrichum gloesporioides 6533. Este valor fue similar
a lo reportado por Ruiz-Sanchez et al., (2014), quienes obtuvieron un valor de inhibiciéon de crecimiento
micelial del fitopatogeno Colletotrichum gloesporioides con los filtrados bacterianos del género Bacillus
licheniformis y Bacillus subtilis, obteniendo un porcentaje entre 13.2 y 42.8 %.

Existen reportes sobre las capacidades antifungicas que tienen diferentes especies del género Bacillus, y
su posible mecanismo contra Colletotrichum gloeosporioides, que causa la antracnosis del mango. Por
ejemplo, Veras et al. (2016) reportaron pruebas con cepas del género Bacillus aisladas del medio acuatico
de la region amazonica brasilefia para determinar su actividad antifungica contra hongos micotoxigénicos;
entre estos se estudiaron especies como Aspergillus spp. Los resultados demostraron que cuatro cepas de
Bacillus presentan tasas de inhibicion prometedoras por su actividad para reducir la tasa de crecimiento
micelial, la esporulacion y el porcentaje de germinacion de esporas. La bacteria Bacillus P11 influyo en la
produccion de micotoxinas, provocando una reduccion de alrededor del 99 y 97 % en la concentracion de
las colonias de hongos, incluida una inhibicion completa de ocratoxina, indicando que estas cepas
bacterianas podrian ser agentes de biocontrol prometedores contra hongos toxigénicos, causantes de grandes
pérdidas en la agricultura en México.
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Tabla 4. Tasa de inhibicion de la actividad antifingica de Brevibacillus sp. VCA 3 contra el hongo
fitopatdégeno Collectotrichum gloesporioides 6533.

Cepa flingica 6533
Tratamientos Diametro del hongo (cm) Tasa de inhibicion (%)
Control Colletotrichum sp. 50+0a 0+0a
VCA3 vs Colletotrichum sp. 4.05+0.0707107 b 19.0+1.41421b
DMS 4.30265

Actividad biosurfactante de la cepa VCA3

En la Tabla 5 se presentan los resultados de la evaluacion de la actividad biosurfactante de la cepa VCA3.
Se observo una diferencia estadistica significativa comparada con la prueba control de los tratamientos. Los
valores obtenidos por medio de la absorbancia a A=540 nm para la emulsificacion son mayores comparados
con el control para ambos tratamientos evaluados. Sin embargo, en los ensayos de dispersion del aceite de
oliva / VCA 3 y aceite de soja / VCA 3 se obtuvieron valores bajos o negativos, lo que sugiere la ausencia
de actividad surfactante. En consecuencia, no se evidencié reduccion de la tension en la interfaz ni
incremento en la solubilidad del aceite en agua.

Tabla 5. Actividad biosurfactante producida por Brevibacillus sp. VCA 3 con diferentes tipos de aceites.

Absorbancia a A=540 nm en diferentes tipos de aceites

Tratamientos Aceite de oliva Aceite de soja
Control 0.086+0.0236 a 0.072 +0.0305 a
Cepa VCA3 0.189+0.0367 b 0.254 £0.0527 b
DMS 0.07044 0.09758

Con respecto a la evaluacion de la cepa VCA3, esta considera una evaluacion semicuantitativa empleada
para la determinacion de la actividad biosurfactante, ya que se ha encontrado que existe una correspondencia
directa entre esta y la capacidad de emulsificacion. Sin embargo, diferentes autores afirman que
la capacidad emulsionante no siempre estd directamente relacionada con la actividad superficial
del compuesto (Moreno, 2018).

El uso de tensoactivos en la vida diaria, y en las extensas areas de industrias es inevitable, y su liberacion
al medio ambiente, especialmente a las masas de agua en forma de aguas residuales. Estos productos son
responsables de la formacion de espuma en los cuerpos de agua y causan diversos efectos adversos a los
componentes bidticos y abidticos del ecosistema. Asimismo, los tensoactivos tienen la capacidad de romper
la membrana celular y, por tanto, provocar toxicidad en los organismos vivos Arora et al. (2022).

CONCLUSIONES
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El analisis filogenético de muestras de sedimentos del lago del volcan El Chichon permiti6 identificar a
la cepa aislada VCA3 como perteneciente al género de Brevibacillus, con un 96.58 % de similitud con la
cepa Brevibacillus formosus SR4-23. Asi mismo, en los analisis de biocontrol de fitopatdogenos de interés
agricola, se demostr6 que la cepa VCA3 tiene actividad antifungica con un valor del 24 % contra
Colletotrichum gloeosporioides, valor que corresponde a un nivel de inhibiciéon media. Lo cual da una pauta
al potencial contra hongos fitopatdgenos, por lo que se recomienda ampliar estudios a nivel in vitro y a nivel
de campo de esta actividad antifingica. Cabe destacar que algunas bacterias extremoéfilas generan interés
en el uso en los a&mbitos industriales y ambientales. Aunque actualmente, muchas empresas dudan de su
potencial y prefieren el uso de herramientas tradicionales como los compuestos quimicos, las
investigaciones que se han generado de estos microorganismos sugieren que su uso es una posible
sustitucion de estos compuestos quimicos, lo cual trae beneficios tanto en el medio ambiente como en la
salud humana, al reducir la dependencia de productos quimicos potencialmente dafiinos.
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