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| os umbrales seguros para la vida en la tierra han sufrido efectos

catastroficos, desencadenando consigo eventos intempestivos que
irrumpen con la estabilidad humana y natural. Para agravar las cosas,
el estado actual de los 9 limites planetarios mas el fenémeno de so-
brepoblacién se traducen en una alerta global, misma que produce
zozobra en cuanto al uso apropiado de los recursos alimenticios. Las
Naciones Unidas emitieron un plan de accién para reducir y corregir
esta problemética en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible.
Un ejemplo patente de la complicacién es el manejo inadecuado del
agua, la protagonista de la estabilidad y conservacion de cualquier
biosistema; el depdsito global de agua dulce (que constituye el 0.01 % de
toda el agua del mundo) se encuentra en un umbral preocupante. El
estado actual ha provocado que el espacio operativo penda de una del-
gada fibra entre el limite seguro y la zona de incertidumbre [¢]. El obje-
tivo del plan (en su indicador 6.4) para el 2030 consiste en mejorar la ca-
lidad del agua, reducir la proporcién de aguas residuales no tratadas
y exhortar la practica del reciclaje y reutilizacién segura. Por nuestra
parte, pretendemos describir como los sistemas integrados agro-acui-
colas pueden impactar parcial y positivamente en la encomienda [¢].
Para ello, la acuaponia funge como piedra angular de nuestro estu-
dio, ya que estéd conformada por sistemas integrados agro-acuicolas
sostenibles de produccién de alimentos basados en el suprarreciclaje
del agua: la reutilizacién de nutrientes y reduccién de aguas residua-
les con un sentido orgénico. Dentro del territorio nacional se incita el

uso de esta tecnologia en aras de perpetuar la supervivencia global.

Palabras clave: Agenda 2030 para el Desarrollo Sustentable, agua
limpia y saneamiento, sistemas integrados agro acuicolas-iAAs, siste-

mas urbanos de produccién de alimentos, suprarreciclaje del agua.
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he safe thresholds for life on Earth have suffered catastrophic
Teﬁects, triggering untimely events that disrupt human and nat-
ural stability. To worsen matters, the current state of the 9 planetary
boundaries plus the overpopulation translate into a global alert re-
garding the food resources. The United Nations issued an action plan
in the 2030 Agenda for Sustainable Development. A clear example of
the complication is the mismanagement of water; the global deposit
of fresh water (constituting 0.01% of all the world’s water) is at a con-
cerning threshold. The current state has led the operational space
to the limit of uncertainty [6]. The goal of the plan (in its indicator
6.4) for 2030 is to improve water quality, reduce untreated wastewater,
and promote recycling and reuse. We aim to describe how integrated
agro-aquaculture systems can further the mission [¢]. Aquaponics serves
as the cornerstone of our study, as it is comprised of sustainable inte-
grated agro-aquaculture food production systems based on the super
recycling of water: the reuse of nutrients and reduction of wastewater

with an organic sense. Within the national territory, the use of this

technology is encouraged to perpetuate global survival.

Keywords: 2030 Agenda for Sustainable Development, clean water
and sanitation, integrated agro-aquaculture systems (1aas), urban

food production systems, water super recycling.

Introduccion

Durante el Holoceno, la capacidad reguladora de la tierra se mantuvo es-
table y facilité las condiciones 6ptimas para el desarrollo humano. Durante
este periodo permaneci6 fija la temperatura, asi como la disponibilidad
del agua dulce y los flujos biogeoquimicos [1]. Asimismo, los actos de los
hombres en el periodo del Antropoceno desestabilizaron 3 de los 9 limites
planetarios'; actividades como la industrializacién, agricultura y extraccion
de combustibles fosiles, por mencionar algunas [2]. Para garantizar la per-
manencia de las futuras generaciones es menester corregir el empleo de

los recursos naturales [3]. Por lo anterior dicho, se han establecido estrate-

" Cambio climético, integridad de la bidsfera, cambio del uso del suelo, flujos bioquimicos, reduccién del
ozono estratosférico, uso del agua dulce, acidificacién del océano, carga de aerosoles atmosféricos,

incorporacién de nuevas entidades.



gias para reducir el deterioro de la tierra y el uso de materias primas. A tal
efecto, se propone el cambio del actual modelo econémico lineal por
modelos de economia circular, regenerativa y distributiva [4], [6]. Como re-
sultado de ello, surgen los 17 Objetivos para el Desarrollo Sostenible (ops)
generados por la onu [7]. La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible in-
cluye, de manera integral, aspectos de los tres pilares de la sostenibilidad,
conformados por el econémico, social y ambiental. Sin embargo,

Los sistemas algunas gobernanzas del mundo desestiman los 17 ops.
integrados de agro-
acuicultura combinan
diversas practicas
acuicolas y tienen 45 % de la superficie terrestre [g]. Al dia de hoy las zonas de agua
como proposito
aumentar y optimizar
la produccién de cerca del 0.8 % de la superficie terrdquea [9]. En dicho contexto, el
alimento. La acuaponia
funge como piedra
angular en el presente ta a mas del 40 % de la poblacién mundial. Se ha calculado que
estudio, debido a

la reutilizacion de
nutrientes y reduccién hidrico [9], [10]. La tarea del hombre por mantener la integridad de
de aguas residuales
con un sentido
organico. en la produccion de alimento suficiente y garantizar la soberania

En la Tierra fluyen 263 rios internacionales, mismos que drenan el

dulce contienen alrededor del 0.01 % del agua potable y cubren

obs ¢ concierne al agua limpia y saneamiento, rubro que susten-

para el afio 2025 la mitad de la poblacién vivira en areas con estrés

este pequefio porcentaje, a la par de aprovechar este recurso

alimentaria, ha sido una encomienda titanica [11]. De tal modo, es
necesario llevar las practicas de produccién de alimento hacia tecnologias

sostenibles que incluyan la utilizacion eficiente del agua [12].

Los sistemas integrados de agro-acuicultura (1aAs por sus siglas en inglés)
combinan diversas practicas acuicolas y tienen como propdsito aumentar
y optimizar la produccién de viveres mediante operaciones como la siem-
bra, alimentacion controlada y proteccién frente a depredadores. En areas
rurales supone una importante actividad econémica, dado que produce
alimentos que refuerzan la seguridad de comestibles en las poblaciones
[13]. Comencemos por evocar la primera forma de los iaas; dada su anti-
gliedad se teoriza que fue creada entre los afios 1150 y 1350 d. C. y parte
del sistema de chinampas, propias del valle de México [14]. Por otro lado,
eran comunes las granjas multitréficas en China por el afio 5 d. C. (Figura 1).
No obstante, hasta 1970 se acufié el término acuaponia [15] gracias a las
contribuciones de Lewis y Neagel; derivado de ello, aparecié la primera
descripcion formal de un sistema de recirculacion para la produccién com-
binada de peces y plantas. Consiste en aprovechar los nutrientes que los
peces excretan al agua en conjunto con la desnitrificacion microbiana para

maximizar la purificacion y recirculacion del habitat y obtener una produc-



FiGura 1. Definicio-
nes y dependencias.
Extraido y modificado
de Baganz et al.,
(2021). [17]

cion controlada de peces [1¢]. La acuaponia ha destacado en la actualidad
por su eficiencia y sustentabilidad, al ocupar gran parte de los 1aas (Figura
1). Por consiguiente, puede acelerar (de manera local) el establecimiento
del ops ¢, ya que se basa en el suprarreciclaje del agua, la reutilizacion de
nutrientes y reduccion de aguas residuales con un sentido orgénico; cabe
sefalar que es adaptable y versétil a diferentes entornos fisicos [18]. A pesar
de las repercusiones en torno al aumento poblacional, la contaminacién y
el desgaste de recursos naturales no renovables, esta tecnologia ha ido in
crescendo para resolver las necesidades climaticas actuales [19], [20], [21],

[22]-[24].

Como se ha indicado, representa una doble oportunidad al compartir re-
cursos (agua y nutrientes), producir alimento de manera sostenible y ob-
tener dos tipos de proteina, de excelente calidad, con un alto contenido

nutricional.

A pesar del reconocimiento de la acuaponia en México perdura su aban-
dono entre agricultores y acuicultores. Es necesaria la apropiacién y par-
ticipacion tanto a nivel local como la colaboracién nacional y mundial; la
obs 17 estipula alianzas para lograr tal objetivo. El documento describe las
contribuciones que las 1aas pueden agregar al entorno para el cumplimiento
parcial de la ops ¢; ademas, alienta la cooperacion regional, generacién de
registros estadisticos y la subsecuente aplicacién de mejoras por parte de los

programas estatales [25].



FiGurA 2. Los
17 Objetivos
de Desarrollo
Sostenible.
Extraido de
Naciones Uni-
das (2020).

Breve historia de los Objetivos del Desarrollo
Sostenible

Inicios para formalizar las acciones a nivel mundial

La carrera por definir el modo de alcanzar el desarrollo sostenible comenzé en
1983, en la publicacion Comisién de Brundtland, y cobré fuerza en 1987 con la
impresion de Nuestro Futuro Comun [26]. En este contexto se crearon movi-
mientos y organizaciones como el Acuerdo de Bretton Woods, Greenpea-
ce, Chipko y Amigos de la Tierra, sin embargo, estas cofradias carecieron
del efecto social esperado en pos de cincelar un cambio en la mentalidad
colectiva. Por otro lado, los gremios que destacan por sus acuerdos sélidos
y metas concretadas son el Protocolo de Kioto (1997) [27], 8 Objetivos de
Desarrollo del Milenio (2000) [28] y Objetivos de Desarrollo Sostenible-ops
(2015) [29]; regido por el lema “No dejar a nadie atras: la igualdad y la no dis-
criminacion en el corazén del desarrollo sostenible”, este dltimo engloba las
experiencias adquiridas de los anteriores; considera los fracasos y desafios
que obstaculizan el éxito de su establecimiento [30]. La Agenda 2030 para
el Desarrollo Sostenible generada por la onu junto con sus 193 miembros,
buscan establecer, unificar y generar progresos en las condiciones de vida
de la poblacién mundial. Asimismo, su objetivo es disminuir la mala praxis de
las industrias y empresas, con el fin de migrar de la economia lineal hacia
una economia circular y sostenible. Cada uno de los 17 ops de la Agenda
2030 cuenta con 232 indicadores; se pretende efectuarlos comunitariamente

a través del gobierno y la sociedad (Figura 2).

México ha tomado algunas medidas para concertar un entorno apropiado

a las vias sostenibles: implementé las estrategias para el desarrollo soste-



nible en 2015 por mano del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI); durante el mismo afo se establecié el Comité Técnico Especializado
del Sistema de Informacién de los Objetivos de Desarrollo del Milenio
para medir los indicadores de cumplimiento de los ops. En 2017 emergi6 el
Consejo Nacional para la Agenda 2030, y en mayo de 2018 tuvo lugar su
primera sesién de didlogo abierto, donde se describioé el Plan Nacional de

Desarrollo 2019-2024 [31].

Por desgracia, las limitantes que pesan sobre México solo permiten cum-
plir con 169 indicadores de 232, los 63 restantes precisan célculos estadisti-
cos adicionales, de los cuales no se puede rendir cuentas. De los indicadores
aplicados a nivel nacional (169), 83 se comprueban periédicamente, 36 no se
miden periédicamente y 50 carecen de una metodologia para su célculo [31].
En la pagina oficial de la Agenda 2030 se exponen los indicadores nacionales
marcados con una N, la cual denota un fin determinado [32]. De los 17 ob-
jetivos, el ops 6 presenta ocho metas globales junto con 11 de sus indicado-
res, por lo que fue necesario sustituir tres metas globales y tres indicadores

por dos metas nacionales y tres indicadores (Tabla 1).

Meta 6: agua limpia y saneamiento, y los sistemas integrados
agroacuicolas como parte de la solucion

El ops ¢ busca garantizar la disponibilidad, saneamiento y gestion sostenible
del agua. Tal efecto abarca ocho objetivos (Tabla 1), de los cuales, a nivel
mundial, se han concretado 641 acciones en 48 eventos diferentes, y en el afio
2020 fueron generadas 30 publicaciones al respecto [33]. Asimismo, en 2021 se
cumplieron 42 acciones hasta abril, obteniendo un total de 683 acciones.
Durante la misma temporada se ejecutaron acciones relacionadas a once
indicadores, tres de ellos nacionales. Por ejemplo, el 14 de abril de 2021 fue
la dltima actualizacién del indicador nacional 6N.1.1, el cual refiere al por-
centaje de la poblacién con acceso diario de agua entubada y saneamiento.
Actualmente, se contabilizaron 35 publicaciones, 259 eventos y 1685 acciones,
mismos que demuestran el compromiso global activo [34]. Esta accion es-
tadistica se implementé en 2018 a nivel replblica y a la fecha se reconoce
que el estado con mas del 90 % de acceso al agua entubada es Nuevo Ledn,
mientras en Guerrero solo el 10 % gozan de este derecho. Otro indicador
nacional es el ¢N.2.2, encargado de evaluar la produccién de cuatro cultivos

basicos, maiz, frijol, trigo y arroz, a través de las zonas con infraestructura



de riego y su unidad de superficie. Esta accién comenzé en el 2019, y para
tal efecto se contabilizaron los datos disponibles desde 2012. En la dltima
actualizacién del 12 mayo de 2021 se advierte un aumento de 1.1 ton ha' en
el rendimiento de estos cultivos, debido al aprovechamiento de la infraes-
tructura de riego. Los metadatos relacionados a cada sefialador se pueden
consultar y descargar en la pagina oficial de agendaz030.mx en el apartado
“indicadores” [32]. El érgano interno que coordina estas acciones es la Se-
cretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) en conjunto
con la Comision Nacional del Agua (conagua), la Gerencia de Planificacion

Hidrica y el Sistema Nacional de Informacién del Agua (siNa) [33].

De esta circunstancia nace el hecho de que tanto la acuaponia como las 1aas
presentan un ahorro sustancial respecto al uso del agua dulce para la pro-
duccién de alimentos. En contraste, la agricultura representa el 70 % del gasto
anual [35], mientras que la acuaponia reutiliza el agua residual de la acuicul-
tura, ahorrando cerca del 90 % [17]. Al respecto, conviene mencionar que el
elevado ahorro de agua puede destinarse al consumo humano en lugar de
la produccién de alimentos. La acuicultura es un candidato ideal, dado el por-
centaje inferior que refleja en la huella hidrica de un 97 % entre cultivar pes-
cado en sistemas acuicolas de recirculacion (rRas, por sus siglas en inglés)
y ganado en forma tradicional; en comparacion, otras fuentes de proteina
como la carne de puerco, gallina o grillo abarcan menos del 91.7 %, 89.7 %
y 90.3 % [14]. Es preciso hacer recambios desde un 10 % hasta un 30 % en los Rras,
aungue la produccion por acuaponia elimina gran parte los recambios y los
agrega al agua dulce evapotranspirada por medio del estanque y las plan-
tas; estos efluentes proveen mas del 50 % de los nutrientes esenciales para el

crecimiento de las plantas [36].

El desempefio de la acuicultura queda rezagado hasta un 2.5 % del creci-
miento anual proyectado para 2022, en contraste con el 6.1 % atribuido al
periodo 2003-2012; entre otros agravantes se encuentra la escasez de agua
dulce y la disminucion de lugares favorables de produccion [37]. Una de las
principales problematicas que comparten los sistemas de produccién de ali-
mentos es el extenso espacio que requieren, pero los constructos acuapé-
nicos pueden montarse sin suelo, en un medio inerte. Como era de esperar,
han relucido numerosos reportes entorno al beneficio ambiental que aporta
el uso de nuevos materiales de desecho reincorporados como sustrato iner-

te, lo que aumenta las virtudes de esta tecnologia [38], [39].



TaBLA 1. Descripcién del total de metas e indicadores del Objetivo 6: Agua Limpia y Saneamiento de la
Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible. Las letras G, N y E indican meta global, nacional y estatal, res-
pectivamente. En cursivas se muestran las metas e indicadores desestimados a nivel nacional [32].

v

AGUA LIMPIA Y SANEAMIENTO (ODS 6)
META INDICADOR DESsCRIPCION

Lograr el acceso universal y equitativo al agua potable segura y asequible
para el aho 2030.

Proporcién de la poblacion que utiliza servicios de agua potable gestio-
nados de forma segura.

Conseguir el acceso al saneamiento e higiene adecuados y equitativos
6.2G6 para la poblacién y erradicar la defecacidn a la intemperie; se priorizaran
las necesidades de mujeres, nifias y personas vulnerables.

Proporcién de la poblacién que goza tanto de servicios de saneamiento
6.2.1 gestionados de forma segura como de una instalacién para lavado de
manos.

Mejorar la calidad del agua al reducir la contaminacién por descargas
de productos quimicos y materiales peligrosos; tratar la mayor parte de
aguas residuales y aumentar sustancialmente el reciclaje y reutilizacién
consciente a nivel mundial.

6.1G

6.1.1

6.3G

6.3.1 Proporcién de aguas residuales tratadas de forma segura.

6.3.2 Proporcién de masas de agua con 6ptima calidad de agua ambiente.

Rectificar la escasez hidrica a través de extracciones y suministros sosteni-
bles de agua dulce para todos los sectores hacia 2030 .

6.4G 6.4.1 Emplear con eficacia el agua.

Nivel de estrés hidrico: extraccién de agua dulce con proporcién de la
disponibilidad.

Aplicar la gestion integrada de los recursos hidricos a todos los estratos
incluyendo la cooperacién transfronteriza.

Grado de implementacién de la gestion integrada de los recursos hidri-
cos (0-100).

Proporcién de la cuenca transfronteriza con un acuerdo operacional para
la cooperacién en materia de agua.

Brindar acceso universal y equitativo al agua potable y saneamiento, se
atendera principalmente a grupos transgeneracionales y en desventaja.
Porcentaje de la poblacién que dispone de agua entubada, asi como
saneamiento.

6.4.2

6.5G

6.5.1

6.5.2

6N.IN E

6Nn.1.1

6Nn.2N Garantizar una gestion integral de recursos hidricos a todos los niveles.

Grado de presidon sobre el recurso hidrico de las zonas norte y centro del

6Nn.2.1 .
pais.

6n.2.2 Rendimiento de cultivos basicos en zonas con infraestructura de riego.

6.6
No aplica
en México

Proteger y restaurar para 2020 los ecosistemas relacionados con el agua,
incluidos montanas, bosques, humedales, rios, acuiferos y lagos.

6.6.1 Cambio en la extensién de los ecosistemas relacionados con el agua.

Ampliar la cooperacién internacional, junto con el apoyo para los paises
6.a en desarrollo en cuanto a la creacién de actividades y programas relacio-
No aplica nados con el tema hidrico, incluidas tecnologias de captacién de agua,
en México desalinizacidn, eficiencia hidrica, tratamiento de aguas residuales, recicla-
do y reutilizacién hacia 2030.




AGUA LIMPIA Y SANEAMIENTO (ODS 6)

MEeTa INDICADOR DESCRIPCION

Asistencia oficial para el desarrollo relacionado al agua y saneamiento

6.a.1 ) .
que conforma un plan de gastos coordinado por el gobierno.
6.b e .
No aplica Apoyar y fortalecer la participacién de las comunidades locales en la me-
L. joria de la gestion y saneamiento del agua.
en México J g y g
Proporcién de unidades administrativas locales con politicas, procedi-
6.b.1 mientos establecidos y operativos para la participacién ciudadana y local

en la gestién del saneamiento del agua.

México alberga 11 592 km de costa e incluye una red de rios y arroyos de
633 km de longitud, junto con sistemas de lagos y lagunas que enriquecen
el suministro hidrico para la actividad acuicola [40], [41]. En este escenario,
México es el segundo productor acuicola con el 82 % de pesca y 18 % de
acuicultura. De esta Ultima actividad el primer organismo cosechado es el
camarén con mas de 180 000 t, el segundo lugar es ocupado por la mojarra
con 44 000 t. De las especies antes mencionadas se obtienen estudios sobre
su integracién en 1aas con la finalidad de aumentar sus eficiencias [42-46].
Para ilustrarlo mejor, tomamos el nimero de toneladas producidas (repor-
tadas) de mojarra y consideramos un recambio de aguas residuales del 20 %,
mismos que logran cuantificar un efluente de més de 3 millones de m*. Este
volumen equivale alrededor de 1000 piscinas olimpicas repletas de particu-
las organicas disueltas como producto del metabolismo de los peces y el
alimento desaprovechado. Si estas aguas se integraran a un 1AAs se obten-
drian al menos 98 t de hortalizas y vegetales, los cuéles se venderian por
3.6 veces el valor del pescado [47], [48]; ademas, se obtiene un ahorro de
mas 2 t de macronutrientes y mas de 500 kg de micronutrientes [16]. Estos
célculos son aproximados por semana, ya que los recambios en los siste-
mas acuicolas se pueden realizar diariamente o cada tercer dia, segin sea
la necesidad [49]. En este sentido, la tecnologia acuapénica puede tanto
disminuir el gasto de agua dulce destinado a la produccién como evitar la
contaminacién y eutroficacién ocasionadas por las descargas de aguas re-
siduales hacia los cuerpos acuéaticos. Concebimos pues, que la acuaponia
tiene un impacto positivo a nivel local y directo al ops 6; particularmente en
el punto ¢.3.1, por otro lado, en los ¢.3.2 y 6.4 el impacto es indirecto mas

también positivo (Tabla 1).



TasLA 2. Produc-
cién acuicola por
entidad federati-

va en México.

h A

Entre los 32 estados que conforman la Republica, los que poseen un nime-

ro considerable de unidades de produccién acuicola (urA) son:

ENTIDAD ENTIDAD
PUEBLA QUERETARO MORELOS
SINALOA TLAXCALA VERACRUZ
SONORA GUERRERO NAYARIT
BajA CALIFORNIA NORTE HIDALGO 0AXACA

BAjA CALIFORNIA SUR

JaLisco CHIAPAS

CAMPECHE

ESTADO DE MEXICO TAaBASCO

COLIMA

MICHOACAN YUCATAN

Cabe mencionar que, a pesar de la infima cantidad de unidades en Yucatan,
este estado representa el octavo lugar nacional como productor pesquero
[50]. Los territorios antes mencionados podrian comenzar una transforma-
ciéon paulatina hacia el rendimiento por medio de 1aas (Figura 3) e instituir
anuarios estadisticos de elaboracién acuapdnica, ya que la informacién de tal

tépico es limitada de manera nacional. Varias investigaciones se han dedi-



Ficura 3. Diagra-
ma de un sistema
acuaponico aco-
plado tradicional;
la fuente principal
de nutriciéon es la
comida proveida a
los peces, la cual se
metaboliza y des-
pués se transforma
en fuente de nutri-
cién para el cultivo

vegetal.

Ficura 3. (conti-
nuacién) Posibles
usos para el agua

residual proveniente
de las Unidades de
Produccién Acuicola
hacia sistemas pro-
tegidos (a), camas
de cultivo con o sin
suelo (b) y sistemas
hidropdnicos en
cualquiera de sus
modalidades (c).

cado a los trabajos acuaponicos nacionales, pero es imposible garantizar
la permanencia de alguno de ellos. Se han escrito reportes al respecto por
parte de casas de estudio como la Universidad Auténoma de Querétaro,
Universidad Auténoma de Guadalajara, Universidad Auténoma Juarez de
Tabasco, Centro de Estudios Superiores del Estado de Sonora, Centro de In-
vestigacion Cientifica y Estudios Superiores de Ensenada, Instituto Tecno-
|6gico de Boca del Rio y el Colegio de Postgraduados en Ciencias Agrarias
[41], [43]. A nivel corporativo se encuentran BoFisH en Jalisco y Acuicultura
del Desierto en Baja California, Escuela Frontera Sur (Ecosur) con unidades en

Campeche, Chetumal, San Cristébal, Tapachula y Villahermosa [51], [52].



Conclusiones

La acuaponia como principal modelo de sistema integrado agro-acuicola es
una herramienta sostenible de produccion de alimentos. Se caracteriza por
ahorrar hasta un 90 % de agua y brindar mas de la mitad de los nutrientes
bésicos para el crecimiento vegetal. De esta manera la produccién alimen-
taria se diversifica y le brinda un valor agregado tanto al producto residual
en la acuicultura como a los efluentes. Estos Ultimos, a pesar de su natura-
leza remanente, son ricos en nutrientes utilizables para la produccion de
hortalizas, vegetales e ingresos. Asi pues, es posible reducir la contamina-
ciéon al eliminar en un porcentaje considerable los efluentes que ocasionan
eutroficacion. Segun dicta el indicador 6.3, la meta es disminuir a la mitad
el porcentaje de aguas residuales sin tratar. En este sentido, las estadisticas
nacionales sobre los lugares de pesca y acuicultura son favorables para el
aumento del reciclado y reutilizacion del agua. En conclusién, aunque existe
la posibilidad de lograr la meta sin los 1aas, su implementacion a nivel nacional

beneficiaria el cumplimiento del Objetivo 6, en particular el indicador 6.3.
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I_as plantas son organismos sésiles (fijos en su lugar de crecimiento e
incapaces de trasladarse) y debido a su naturaleza recurren al re-
conocimiento de moléculas denominadas elicitores, mecanismos de
defensa ante situaciones de amenaza. Estos compuestos estructurales
forman parte de diversos grupos de moléculas biogénicas que in-
cluyen proteinas, polisacéridos y lipopolisacéridos, entre otros; no es
fortuito su capacidad de modificar respuestas fisiolégicas, metabdli-
cas y genéticas en pos de una respuesta apropiada frente a los even-
tos intempestivos que provocan desequilibrio celular como dafios fi-
sicos e infecciones. Desde esta perspectiva, el ADN extracelular (eADN)
ha cobrado relevancia en los Ultimos afos al ser reconocido como
un elicitor vegetal que provoca la activacion del sistema inmune, de-
pendiendo de la dosis y fuente de obtencién. Por estas razones, la
presente investigacion incluye un panorama general de los diferentes
tipos de elicitores empleados en la industria agricola, haciendo énfa-
sis en disertaciones que introducen al eabN como elicitor de plantas.
Ademas, se afadié un criterio del aprovechamiento de esta muestra
como posible elicitor de microorganismos benéficos, de modo que
se augura generar nuevas areas de investigacién que contribuiran al

desarrollo de la técnica.

Palabras clave: biopesticidas, eApN, elicitores, microorganismo

benéfico, vacunas vegetales.

lants are sessile organisms (fixed in their place of growth and un-
P able to move) and due to their nature, they resort to the recognition
of molecules called elicitors, defense mechanisms against threatening
situations. These structural compounds are part of various groups of
biogenic molecules including proteins, polysaccharides and lipopoly-
saccharides, among others; it is not fortuitous that they are capable of
modifying physiological, metabolic and genetic responses in pursuit of
an appropriate response to untimely events that cause cellular imbal-
ance such as physical damage and infections. From this perspective,
extracellular bNA (epNA) has gained relevance in recent years as it has
been recognized as a plant elicitor that provokes the activation of the

immune system, depending on the dose and source. For these rea-
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sons, the present research includes an overview of the different types of
elicitors used in the agricultural industry, with emphasis on dissertations
that include ebNa as a plant elicitor. In addition, a criterion of the use of
this sample as a possible elicitor of beneficial microorganisms was added,
so that it is expected to generate new areas of research that will contrib-

ute to the development of the technique.

Keywords: biopesticides, ebna, elicitors, beneficial microorganism,

plant vaccines.

Introduccion

Las plantas, a lo largo del tiempo y con el crujir de la historia evolutiva, han
apelado al reconocimiento de patrones moleculares provenientes de microor-
ganismos, debido a su condicién sésil para defenderse del ataque de paté-
genos u otras situaciones de estrés [1]. Dichos patrones, también conocidos
como elicitores o estresores bioldgicos, son de naturaleza biogénica (protei-
nas, carbohidratos, lipidos, entre otros) y capaces de desencadenar una res-
puesta fisiolégica o morfoldgica que agilice su inmunidad vegetal [2]. A su vez,
existen varios tipos de estresores categorizados en dos campos: el fisico
(temperatura, electromagnetismo) y el quimico (nanoparticulas, pesticidas,
sales y elementos esenciales). En las plantas pueden provocar respuestas
favorables al aplicarse oportunamente, en dosis adecuadas y durante la
etapa fenoldgica; las cuales omitiremos en la presente revisién, aunque
puede consultarse en [3] y [4] informacién al respecto, sin embargo en este

articulo el término elicitor refiere a moléculas bioldgicas.

La elicitacion de plantas es una estrategia abrazada por la industria agricola y
farmacéutica, ya que ha impulsado avances vertiginosos en los Ultimos afios
[5], [6]. Por un lado, el uso de elicitores, en el area agricola, se ha desempefado
en la creacién de novedosas tacticas para generar respuestas de tolerancia
a diversos factores de estrés, como sequia, salinidad y proteccién frente a
patégenos, por mencionar unos cuantos [2], [6], [7]. Por otro lado, en el area
farmacéutica se han estudiado para favorecer la acumulacién de compuestos
bioactivos Utiles en la medicina o la industria de los aromas [1]. Ademas, el pro-
ceso de elicitacion no se limita a especies vegetales sino que se ha propuesto

para la acumulacién de compuestos de interés en microorganismos. Dadas
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estas ventajas, la elicitacion se sitlia como un proceso general que permite a

los organismos lidiar efectivamente ante las situaciones de estrés [g].

El AbN extracelular (eADN) es acido desoxirribonucléico que, a través de pro-
cesos de lisis o dafno celular, se libera al medio extracelular [9], [10]. Este tipo
de estructura es reconocido como elicitor, ya que en las plantas desencadena
respuestas ligadas a la activacion de defensa [11], [12]. Se ha estudiado su apli-
cacién en hongos y oomicetos, asimismo se localizé la activacion de enzimas
antioxidantes y MAPks (proteinas cinasas activadas por mitégeno) relacionadas
al estrés celular [13]. El eADN se ha vuelto un tema de interés debido a que sus
resultados dependen de la fuente de obtencién y la concentracion al momen-
to de aplicarlo, por ejemplo, se han observado respuestas negativas, como
supresion de crecimiento y desarrollo celular al administrarlo en altas aglo-
meraciones [14]; en contraste, dosis bajas expresan la activacion de defensa
celular, ligadas a la supervivencia [11]. Ambas vias fueron propuestas como
estrategias para la creacién de herbicidas y vacunas para plantas, respectiva-

mente, ya que cuentan con un amplio potencial en diversas areas [10], [15], [16].

Se reconoce que ciertos elicitores vegetales han ganado reconocimiento en
la industria agricola debido a su aplicacion para prevenir enferme-
dades vegetales; sin embargo, perdura un latente oscurantismo de

El abN extracelular los diferentes elicitores, asi como de su empleo y aplicacién agricola.
(eADN) ha cobrado

relevancia en los Gltimos

afios al ser reconocido diferentes elicitores encontrados en la industria agricola, del mismo
como un elicitor

Por tanto, el objetivo de este trabajo es brindar una visiéon de los

modo que el innovador uso del AbN extracelular como elicitor vege-

vegetal que provoca la

activacion del sistema tal. Igualmente, se incluye una perspectiva sobre su manejo como
inmune. La presente

investigacion incluye
un panorama general
de los diferentes tipos Elicitores agricolas

de elicitores empleados
en la industria

agricola como posibles Como se ha mencionado, la elicitacién posee mdltiples aplicaciones

microorganismos

benéficos.

elicitor de microorganismos benéficos aplicados en la agricultura.

en el area agricola. Algunos autores utilizan el término de “agente

activador de inmunidad” para referenciar el concepto de elicitor
[17]. Esta sustancia, en el sentido mas amplio, es aquella molécula
percibida por una célula vegetal como un factor de estrés biogénico [2].
Principalmente en plantas es un eustresor, debido a que genera un efecto
positivo como el estrés adaptativo (eustrés), permitiendo a la planta sobre-
llevar ataques tanto bidticos como abidticos [18]. Es apremiante que el eli-
citor sea detectado por un receptor celular de patrones de reconocimiento

conocido como PRR, por las siglas en inglés de pattern recognition receptor.



El PrRr activa la expresién de genes relacionados con la defensa celular a
través de complejas rutas de sefalizacion intracelulares [9]. Ademas, puede
clasificarse en exdgeno o enddgeno; el primero designa las moléculas exter-
nas a la planta, provenientes de otros organismos como hongos y bacterias,

se segmenta en:

e Patrones moleculares asociados a microorganismos/patégenos (MamPs/

PAMPS), como la flagelina y la quitina.

® Patrones moleculares ligados a herbivoros (HAMPs), como las feromonas se-

xuales insectiles.

e Patrones moleculares relacionados a nematodos (Namps), como el ascardsi-
do #18[9], [19].

Los elicitores enddgenos son aquellos producidos de manera interna en la
célula vegetal; aqui encontramos los patrones moleculares asociados al dafio
(pamps), como el ADN extracelular, aTp (trifosfato de adenosina), fragmentos de
pared celular, péptidos, entre otros [7], [12]. Estos ejemplos constituyen a mo-
léculas que desempefan una funcién estandar al interior de la célula vegetal,
sin embargo en momentos de alto estrés, derivado del dafo o procesos infec-
ciosos, se degradan y salen al medio extracelular donde pueden actuar como

un DAMP.

Elicitores aplicados a plantas

Los métodos de elicitacion han alcanzado el reconocimiento de los espe-
cialistas como la metodologia 6ptima para la producciéon de metabolitos
secundarios deseables en los sistemas de 6rganos, células y plantas; entre
tales sustancias se encuentran los alcaloides, antocianinas, flavonoides, qui-

nonas, terpenoides y esteroides [1].



TaBLa 1. Nombres
comerciales de
algunos elicitores
de plantas.
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ELiciTorR

En plantas de interés comercial, como hortalizas y cereales, el uso de los
elicitores ha incrementado la tolerancia ante diferentes tipos de estrés
como sequia, salinidad e infecciones por patégenos [17]. Este punto se pue-
de destacar observando los principales elicitores de plantas, encontrados
en el extracto de levadura, fitohormonas (acido jasmoénico y salicilico), pe-
roxido de hidrégeno (H,0,), poli/oligosacéridos (quitina y quitosano), li-
popolisacaridos, 4cidos nucléicos (ADN, ARN), laminarina, extractos celula-
res, oligémeros de pectina, células completas (bacterias promotoras del
crecimiento y micorrizas), entre otros [17], [20]. Estudios demuestran que
aplicaciones de 18 MM de perdxido de hidrégeno sobre la planta del chile
resultan eficientes para prevenir infecciones por el geminivirus del mosaico
dorado del chile, debido a la inducciéon de respuestas enlazadas con la de-
fensa [2]. Otra publicacion reporta el incremento de glucésidos de esteviol,
fitoquimicos responsables del edulcorante de la stevia (Stevia Rebaudiana
Bertoni cv. Morita 1), en contestacion a la aplicacion de H,O,, acido sali-
cilico y quitosano [18]. También, se ha observado que utilizar foliares de
peréxido de hidrégeno y un oligosacérido de xiloglucano incrementan el
contenido total de capsiato en chile (Capsicum annuum) [7]. A pesar de su
gran diversidad, solo algunos elicitores se encuentran en el mercado (Tabla
1); los estudios en campo se han visto limitados debido a que su eficacia
depende, en gran medida, de las interacciones planta-factor de estrés y

dosis de aplicacion [17].

NomBRE

COMERIAL REFERENCIA
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Resistencia a enfermedades por hongos, bacte-
. riasy virus.
. Chito y .,
Quitosano Plant Incremento de la produccién de compuesto [21]
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Induccidn de la sintesis de lignina.
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Extracto crudo de Agrevoex, . B gosy
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levadura Romero -
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salicilico) Actigard Induccién de genes relacionados con la patogé-
nesis (pr, pathigenesis-related).




eADN-elicitor de plantas

El AbN extracelular puede catalogarse como un bavpP o Pamp/mMAMP, depen-
diendo de su fuente de obtencién; es decir, si parte de la misma especie
(eADN propio) o de otras (ebNA no propio) (Figura 1). Hasta el momento, con-
tintan inexplorados los receptores de eAbN en las células vegetales, pero se
discierne que el no propio puede acceder a las células vegetales mientras
que el propio permanece al exterior [26]. Como se menciond anteriormente,
existen varios estudios donde el eADN genera respuestas relacionadas con la
activacion de la inmunidad en plantas, como es la generacion de especies
reactivas del oxigeno, activacién de maprks, incremento de Ca?* intracelular,
despolarizacién de membranas y acumulacién de metabolitos secundarios
como flavonoides y fenoles [9], [11], [12]. Un estudio reciente demuestra que
la aplicacién foliar de la mezcla de eAbN proveniente de patdégenos como
la Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum, y Rhizoctonia solani sobre las
plantas de chile induce al aumento en el contenido de fenoles y flavonoides
y la disminucién del indice de mortalidad de plantas infectadas con dichos
patdgenos. Este Ultimo efecto sugiere, con creces, un efecto preventivo ante
infecciones microbiales [27]. Paralelamente, otra investigacion revela que la
administracion de eapN derivado del Phytophthora capsici al sustrato de
plantas de chile infectadas por el mismo patégeno impide que las plantas
mueran o desarrollen sintomas graves de la enfermedad [13]. A tal efecto, se
ha observado que la aplicaciéon de este elicitor proveniente de Escherichia
coli en Arabidopsis thaliana, induce a la produccién de H,O, y deposicién
de calosa, dichos compuestos se traducen en defensas comunes de activa-

cidon inmunitaria [28].

Por otro lado, la aplicacién de eabn obtenido del maiz (Zea mays) provocd
un incremento en los flujos intracelulares de calcio y la despolarizacién de
membrana [29]. Un fendmeno similar fue observado en el frijol (Phaseolus
lunatus), ya que mediante la aplicacién de su propia cadena se observaron
respuestas como la despolarizacion de membrana, acumulacién de H,O,,
activacion de MAPks, asi como un menor nivel de infeccién por la bacteria

patdgena Pseudomonas syringae [11], [29].
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Al respecto, conviene decir que se han explorado respuestas de inmunidad,
tales como la produccién de H,O,, la induccién de enzimas antioxidantes y
el aumento de flavonoides y fenoles totales; dichos procesos se encuentran
relacionados con la aplicacién temprana y tardia de eAbn en el jitomate (So-
lanum lycopersicum); de esta suerte se vislumbra como estas respuestas son
activadas y mantenidas, por tiempo limitado, para proteger a las plantas

del ataque de patégenos [30].

No es extrafio aseverar que el eabN como elicitor se encuentra presente
en los organismos vivos. Es importante recalcar que la investigacion de su
comportamiento hormético es sustancial al momento de implementarse en
diversas especies; en otras palabras, una misma dosis tendra resultados dis-
tintos para los diferentes tipos de organismos. Desde una perspectiva evo-
lutiva y tecnoldgica, es fundamental enriquecer los estudios que evalten los

efectos en otros cultivos de interés comercial [31].

Los planteamientos expuestos han cincelado nuevas propuestas que moldean
diferentes usos del eapn, las cuales se centran en el manejo de varias do-
sis y fuentes. Concretamente, se ha observado que este material puede
utilizarse en altas concentraciones para suprimir el desarrollo celular de |a
especie primigenia [14]. Por el contrario, se divisa el efecto adverso al usar
bajas dosis de eADN, provocando respuestas favorables y controladas de
procesos celulares relacionados con la defensa y supervivencia [10]. Por lo

tanto, se conjetura la generaciéon de biopesticidas [15] o bien elicitores [16].



La tecnologia marca, en el mejor de los casos, un parteaguas para generar
herramientas biotecnoldgicas que, a su vez, susciten respuestas inmunita-

rias contra ataques bidticos o abidticos [10].

Perspectivas en el uso del ADN como elicitor de
microorganismos

En nuestros dias la elicitacion ha cautivado el interés de algunos investiga-
dores, debido a la necesidad de entender los mecanismos que potencian
la supervivencia de los microorganismos en nichos naturales [32]. Asimismo,
algunos autores remarcan la importancia de este tipo de investigacién en
aplicaciones médicas y agricolas [8], [32], [33]. Por ejemplo, en el caso de los
hongos, se observé que mediante la adiciéon de micelio triturado, prove-
niente de hongos fitopatdgenos, es posible incrementar el rendimiento de
la produccién de trichodermina, un metabolito secundario con actividad
antifingica en Trichoderma brevicompactum [8]. En paralelo, investigacio-
nes anteriores advierten que la produccién de exoenzimas y compuestos
organicos volatiles (vocs), con actividad antifingica, se incrementan cuan-
do Trichoderma harzianum-E5 se encuentra en contacto con un micelio
inactivo de Fusarium oxysporum [33]. En este sentido, los elicitores ingre-
san a la clasificacion de pamps/mamps. Asimismo, se especula que el choque
térmico suave, dosis subinhibitorias de antibiéticos, exposiciéon a NaCl y
H,O,, y falta de nutrientes provocan la elicitacion de microorganismos [34],

impulsando efectos positivos en la supervivencia de los microorganismos.

En cuanto al uso del elicitor de microorganismos, hasta el momento al-
gunas publicaciones han reconocido que el eabN en bacterias, hongos y
algas provoca un fenémeno de inhibicién del crecimiento y desarrollo, de-
pendiendo de su fuente y dosis [14], [35]. Otra aplicacion del eapN derivado
del Phytophthora capsici sobre el mismo oomiceto muestra un impulso en
aumento de las enzimas antioxidantes catalasa y superéxido  dismu-
tasa, asi como la induccién de Serina/Treonina Cinasa (SAK),
relacionada con la activacion de la respuesta de defensa ce-
lular [13]. Aldn hoy se desconoce la aplicacion de eabN sobre
microorganismos benéficos, aunque se distingue que estos
pueden ser elicitados con otro tipo de estresores, como
son las nanoparticulas, para optimizar los estimulos del

crecimiento vegetal [3¢].



Por lo tanto, se entiende que el objetivo de la elicitacion en plantas parte
de aumentar un metabolito particular o bien promover la activacion del
sistema de defensa. Siguiendo esta linea de razonamiento, se propone al
eADN como un elicitor de trascendencia en microorganismos benéficos o
agentes de control biolégico, en pos de aumentar su persistencia al apli-
carse en el area agricola [13]. Para este fin serdn necesarios estudios que
permitan evaluar tanto los efectos como las formas de aplicacion de la

muestra sobre estos microorganismos.
Conclusiones

Gracias a los beneficios descritos en el presente trabajo y la literatura ante-
rior listada en el mismo, el eabn ha demostrado poseer una amplia versati-
lidad en lo que respecta al modo y la dosis de aplicacion. En consecuencia,
tal cualidad plantea estrategias novedosas y prometedoras en el drea de la
producciéon agricola. A priori, su explotacién como elicitor se ha enfocado
en la prevenciéon de enfermedades vegetales, por medio de aplicaciones
foliares o bien en el sustrato de las plantas. Sin embargo, a tal efecto, nue-
vas propuestas han surgido, como la elicitacion de microorganismos bené-
ficos, que constituyen posibles técnicas a implementar dentro del manejo

agroecolégico de plagas y enfermedades agricolas.
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AGUAMIEL Y PULQUE: MAS
QUE BEBIDAS TRADICIONALES

AGUAMIEL AND PULQUE: MORE THAN
TRADITIONAL BEVERAGES
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pulgue es la bebida tradicional fermentada més importante en

=

parte de la herencia no solo gastronémica, sino también cultural y

la zona central del pais. Junto con el aguamiel, esta bebida

religiosa de México, debido al simbolismo que rodea su siembra, co-
secha, fermentacién y consumo. En los Ultimos afios, el consumo de
estas bebidas ha disminuido de manera dréstica; sin embargo, los
compradores muestran un claro interés en las preparaciones fermen-
tadas tales como el tepache, pulque y tejuino, debido a las tenden-
cias del mercado y a los beneficios conocidos para la salud. Algunas
de estas propiedades ya han sido documentadas, pero hay otras en
las que es necesario generar evidencias cientificas de calidad, pues
existen numerosas creencias alrededor de su ingesta. Estos rasgos
representan una luz de esperanza para el rescate de dichas bebidas,
que incluso ya son reconocidas como funcionales al tener caracteris-
ticas nutricionales bien estudiadas y potencial como fuente de pre-
bidticos y probidticos que pueden modular la microbiota intestinal
de quien las consume. En el presente trabajo se revisaron algunas
generalidades, los efectos prebiéticos, probidticos y las perspectivas

de uso del pulque y el aguamiel.

Palabras clave: aguamiel, bebida funcional, fermentacion, prebidti-

co probidtico, pulque.

ulgue is the most important traditional fermented beverage in
P the central part of the country; and along with agave sap, it is part
of Mexico's gastronomic, cultural and religious heritage, due to every-
thing that surrounds its planting, harvesting, collection, fermentation
and consumption. In recent years, consumption of these beverages
has declined dramatically; however, buyers show a clear interest in
traditional fermented beverages such as tepache, pulque and tejuino,
due to market trends and their known health benefits. Some of these
properties have already been documented, but there are others where
quality scientific evidence needs to be generated, as there are numer-
ous beliefs surrounding their consumption. These features represent
a light of hope for the rescue of these beverages, which are already
recognized as functional because they have well-studied nutritional

characteristics and potential as a source of prebiotics and probiotics
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that can modulate the intestinal microbiota of those who consume them.

In this work, some generalities, prebiotic and probiotic effects and the

perspectives of use of pulque and agave sap were reviewed.

Keywords: pulque, agave sap, fermentation, probiotic, prebiotic, func-
tional beverage.

Introduccion

El aguamiel o jugo de agave es una bebida prehispénica no destilada que se
obtiene de la savia del maguey pulquero (Agave mapisaga, A. salmiana,
A. durangensis, A. ferox, A. atrovirens, A. americana). Dicha planta crece en
las zonas semidesérticas de México, incluyendo el estado de Querétaro,
donde el nimero de hectédreas sembradas va en constante crecimiento. A
nivel sensorial, el aguamiel se caracteriza por su color amarillento trasluci-
do, olor herbaceo y sabor dulce, ademas de su textura viscosa debida a la
presencia de polimeros levan y dextranos engendrados por Leuconostoc
mesenteroides [1, 2]. La produccion de aguamiel se da durante 3 a 6 meses
de manera continua en magueyes maduros (8 a 10 anos). De cada uno se
puede obtener normalmente de 270 a 900 | de aguamiel (hasta 1500 litros en
casos excepcionales), pero el volumen varia segun la etapa de produccién,

esto es: dia 1: 0.4 |, dias 2-58: 4-6 |, tiempo restante 0.4 |/dia.

En particular, en la especie Agave mapisaga se ha reportado que la com-
posicion del aguamiel no varia de manera significativa durante los meses
de colecta en términos de acidez titulable, pH, porcentaje de materia seca
y proteina [3]. El aguamiel contiene 11.5 % de materia seca, de la cual el 75 %
corresponde a azlcares; de ellos, el 65 % se compone de glucosa, fructosa y
sacarosa, y el 10 % de fructooligosacaridos (Fos). Ademas, contiene gomas,
compuestos fendlicos, 3 % de proteinas y 3 % de minerales, entre los que
destacan el potasio, calcio, sodio, hierro, cobre, magnesio, selenio y zinc; el
resto lo componen vitaminas hidrosolubles (B y C) y 0.3 % de aminoacidos,

principalmente esenciales y neurotransmisores [3, 4].



El aguamiel se puede consumir en fresco, concentrado o fermentado; la

fermentacion natural espontanea del aguamiel, que ocurre usualmente en

condiciones no asépticas, da como resultado el pulque. Se trata de una be-

bida alcohdlica tradicional mexicana con 3 a 5 % de alcohol, un contenido

En este trabajo se
revisaron generalidades,
efectos prebioticos,
probidticos y las
perspectivas de uso

del pulque y aguamiel.
En esencia, son

bebidas funcionales al
tener caracteristicas
nutricionales bien
estudiadas y fungen
como fuente potencial
de prebidticos y
probidticos que pueden
modular la microbiota
intestinal de quien las
consume.

de solidos solubles de 7 a 8 °Brix, pH de 3 a 4 y viscosidad entre
1.4y 1.6 cP [5]. El pulque se puede ingerir en su forma natural o
curado, es decir, mezclado con productos como fruta macerada,
vegetales, nueces y especias, que le aportan caracteristicas sen-
soriales adicionales [6]. La fermentacion se da gracias a la gran
cantidad de azlcares fermentables y a los microorganismos pre-
sentes en el aguamiel, asi como a los incorporados durante la
colecta, transporte, inoculaciéon y manipulacion [3]. El tiempo del
proceso varia desde unas 3 horas hasta toda la noche, depen-
diendo de la calidad del aguamiel, la madurez de la semilla, la
regién y la temporada de produccién. Para determinar si se trata
de un pulque fresco o maduro, es decir, precisar el grado de fer-
mentacién, se adopta como criterio el desarrollo de la viscosidad

gracias a la sintesis de exopolisacéridos (eps) [7].

La elaboracion se da en cuatro etapas que hacen del pulque una bebida

acida y viscosa [6]:

Fermentacién &cida, originada por bacterias homo y heterofer-
mentativas productoras de 4cido, como Lactobacillus sp. y Leu-

conostoc sp.

Fermentacion alcohdlica, resultado del metabolismo de microor-

ganismos generadores de alcohol, como S. cerevisiae y Z. mobilis.

Produccién de exopolisacéridos (gps), tales como dextranos y fruc-

tanos originados por Leuconostoc sp. y Z. mobilis.

Fermentacién producida por bacterias del acido acético como

Acetobacter y Gluconobacter.

Dentro de las especies involucradas en el proceso de fermentacion del pulque

se han identificado hongos y levaduras como Rhodotorula, Mycoderma,

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces, Hansenula, Pichia y Candida;

a la vez que bacterias como Leuconostoc, Lactobacillus, Sarcina, Pseudo-

monas, Streptococcus, Diplobacter, Bacillus y Zymomona [g]. La presencia

o ausencia de estos microorganismos depende de la semilla de pulque y



las condiciones de manipulacién, al igual que de factores edafoclimaticos
como la humedad, la temperatura y el suelo [1]. Por otro lado, especies de
levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces se han identificado como
claves en el proceso de produccién no sélo de etanol, sino de aminoéci-
dos, vitaminas y compuestos volatiles fundamentales para las caracteristi-

cas sensoriales del pulque.

El consumo de pulque en 189 alcanzaba los 364 800 |; en 1923, 375 000 |; sin
embargo, en la actualidad estas cifras han disminuido drasticamente hasta
los 3 000 | [9]. Semejante caida se debe al creciente consumo de cerveza, al
bajo precio de venta del pulque que genera poco beneficio al productor y a
que el aguamiel o los cultivos de maguey se han empleado para otros fines;
por ejemplo, la elaboracion de jarabes de alta fructosa, B-glucanos, dextra-
nos, la entomocultura, la extraccién de fibra de ixtle y los biocombustibles
[10]. Empero, en estados como Querétaro se esta buscando incentivar el
cultivo del maguey pulquero, y la produccién de aguamiel ha aumentado
de 30 000 a 100 000 litros por afio; al mismo tiempo, se pretende disefar rutas
cuya finalidad sea estimular el turismo a través de las etapas de produccién

de esta bebida como una forma de generar valor agregado.

Efecto prebidtico del aguamiel y el pulque

Dentro de las propiedades funcionales del aguamiel y el pulque destaca
su efecto prebidtico debido al alto contenido de fructooligosacaridos (Fos).
Dichos compuestos se constituyen de 3 a 10 unidades de monémeros de
fructosa unidos por enlaces B-2,1 o B-2,6 a una glucosa. Si los Fos tienen
mas de 10 unidades, estos polisacaridos pertenecen al grupo de los fruc-
tanos, y pueden ser inulina, si la estructura del fructano tiene enlaces p-2,1;
levan si tiene enlaces B-2,6, y agavina si posee ambos enlaces [11]. Se ha
demostrado el efecto prebidtico de los Fos del agave, pues promueven el
crecimiento in vitro de cepas probidticas como L. acidophilus, B. lactis, B.

infantis, B. animals y B. adolescentes [¢].

El aguamiel de Agave salmiana se ha usado como sustrato para la produc-
cién de Fos por parte de tres cepas de hongos: Aspergillus niger GH1, Asper-
gillus niger psn 'y Aspergillus oryzae pia-MF. Los Fos pueden ser producidos
por enzimas que acttan sobre la sacarosa o la inulina, transfructosilando o
hidrolizando estos materiales, respectivamente. Las dos cepas empleadas

de A. niger solo presentaron actividad hidrolitica sobre la sacarosa del



aguamiel; sin embargo, A. oryzae DIA-MF tuvo una productividad de 0.84 g
Fos/I*h, generando como productos 1-kestosa > 1-nistosa > 1-fructofuranosi-
Inistosa. Por lo tanto, dado su bajo costo, el aguamiel resulta ser un propicio

medio de cultivo alternativo para la generacién de Fos [12].

Con relacién al pulque, existen investigaciones que reportan la presencia
de exopolisacaridos (eps). Estos biopolimeros de carbohidratos de cadena
larga y alto peso molecular se conforman por unidades repetitivas ramifica-
das de glucosa, azlcares sustituidos, galactosa y ramnosa, o derivados de
azlcares, unidas a través de enlaces glucosidicos [13]. Los EPs son estables en
el entorno gastrointestinal del huésped y su metabolismo produce acidos
grasos de cadena corta beneficiosos para su salud. Segun su composicién,
los eps se pueden clasificar como homopolisacaridos y heteropolisacaridos.
Estos ultimos son producidos en su mayoria por bacterias acido-lacticas
mesdfilas y termdfilas, que los secretan al exterior de la célula, con 3 a 8 mo-
némeros desiguales de longitud. La secrecién de los eps contribuye a las
propiedades organolépticas (viscosidad y percepcion bucal), tecnoldgicas

(estabilidad) y al efecto biolégico del pulque [1].

Dentro de los microorganismos que se han identificado en el pulque y que a
su vez se han reportado como productores de Eps estan B. subtilis, productor
de levan; L. plantarum, productor de un compuesto de xilosa, glucosa y
galactosa; y otro conformado por arabinosa, ramnosa, fucosa, xilosa, manosa,
fructosa, galactosa y glucosa; de igual modo, L. caseii, que produce un he-
teropolisacéarido conformado de glucosa y ramnosa; y L. citreum, productor
de un dextrano conformado por D-glucopiranosa [14,15]. Como parte de
los efectos reportados de los Eps destacan sus propiedades antioxidantes,
antibacteriales, anticoagulantes, fibrinoliticas y, a nivel tecnolégico, espe-

santes, gelificantes y estabilizantes [1].

Efecto probidtico del aguamiel y el pulque

Los probidticos son microorganismos que, administrados en canti-
dades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped,
restaurando la composicién y funcién de la microbiota intestinal con
la finalidad de prevenir y contribuir a la disminucién de los trastor-
nos gastrointestinales. Se reconoce la actividad probiética del aguamiel
gracias a la presencia de bacterias nativas, especialmente las &aci-

do lacticas como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,



Leuconostoc mesenteroides; ademas de otras bacterias y levaduras como Zy-

momonas mobilis, Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae [2].

Al aislar e identificar, mediante la secuenciacion del gen Arnr 16S, bacterias
acido lacticas del aguamiel y pulque, investigadores identificaron 2 cepas en
el primero y 8 en el Ultimo, todas ellas grampositivas y catalasa negativas
de los géneros Lactobacillus y Pediococcus, respectivamente. Al eva-
luar su supervivencia en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal,
obtuvieron un porcentaje de supervivencia del 47.8 al 89.2 %. Asimismo, es
deseable que como probidticos sean capaces de producir sustancias an-
timicrobianas, por lo que se determind su efecto inhibidor sobre S. aureus,
E. coliy H. pylori. El 60 % de los aislados mostré inhibicién sobre los dos
primeros y el 100 % sobre el tercero. Este efecto antimicrobiano se da gracias
a la produccion de catabolitos de azlcar, metabolitos de grasas y aminoa-

cidos, oxigeno y bacteriocinas [8].

Por otra parte, investigadores aislaron y caracterizaron 14 cepas de microor-
ganismos en pulques de 3 regiones de México; en cada una, el grupo y la
variedad de microorganismos fue diferente, pero la mayoria de las cepas
presentaron una alta resistencia a la lisozima. Con la finalidad de simular
el paso por el estémago, todas las cepas fueron evaluadas en un modelo
murino de colitis donde L. plantarum LBH1064, L. sanfranciscensis LBH1068 y
L. composti LBH1072 disminuyeron la hiperpermeabilidad intestinal y la se-
crecidn de citocinas involucradas en la enfermedad inflamatoria intestinal,

lo que muestra su potencial probiotico [16].

El efecto probidtico no solo se ha reportado en estudios in vitro e in vivo,
sino también en estudios de intervencion. Es asi como Marquez Morales y
col. [17] evaluaron en estudiantes universitarios el consumo diario durante
8 semanas de 100 ml de una bebida de aguamiel fermentada con bacterias
acido lacticas: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei y Lactoba-
cillus brevis (3 x 108 urc/ml). La ingesta de la bebida redujo significativa-
mente (p = 0.001) el estrés académico y modulé la microbiota intestinal al

aumentar en gran medida los filos Firmicutes y Bacteroidetes [17].

Perspectivas de uso

Es clave identificar la opinién de los consumidores a la hora de establecer
perspectivas de uso para un producto alimentario. Al consultarlos acerca

de su percepcioén sobre el pulque, mencionaron que estad determinada por



tres puntos: primero, consideran que se trata de una bebida tradicional
mexicana, por eso las pulquerias son percibidas como lugares de historia 'y
tradicion; segundo, sin embargo, esos mismos lugares sufren de una reputa-
cién desfavorable como sucios y peligrosos; por ultimo, a los consumido-
res les gusta el color y sabor del pulque, pero no sucede lo mismo con el
olory la textura, los atributos menos valorados y los que pueden mermar

su consumo [18].

La edad y la escolaridad también influencian el como los consumidores

perciben el pulque. En consecuencia, se han identificado tres grupos:

— Con un nivel alto de escolaridad y con edades entre 18 y 25 afos
tienen una preconcepcién de las pulquerias como lugares poco
higiénicos, pero una opinién positiva de las caracteristicas sen-

soriales del pulque.

— Con un nivel medio de escolaridad y con edades entre 18 y 25
afios, desconocen los beneficios derivados del consumo del pul-
que, pero tienen una buena percepcién de las pulquerias y del

aspecto tradicional del mismo.

— Entre 48 y 70 ahos, en su mayoria son personas con bajo nivel de
escolaridad, no tienen un mal concepto de las pulquerias y re-

conocen al pulque como una bebida funcional y tradicional [18].

Por lo tanto, se podrian desarrollar productos a base de pulque para la po-
blacién con un nivel alto de escolaridad. Tal estrato se encuentra informa-
do e interesado en las caracteristicas funcionales y, probablemente, esta

revalorizando los alimentos tradicionales.

Uno de los desafios al disefiar nuevos productos basados en pulque o agua-
miel es que se trata de bebidas muy perecederas, en consecuencia, urge
implementar tecnologias que aumenten su vida de anaquel; asi se optimi-
zarian aspectos de logistica como la comercializacion y distribucién. Por
ejemplo, investigadores desarrollaron pulque curado de tuna roja y emplea-
ron calentamiento éhmico y pasteurizacién convencional, con la finalidad
de incrementar la vida de anaquel, que es menor a 4 dias en refrigeracion.
A través de estas tecnologias, su vida Util se prolongé hasta 12 dias; al
usar el calentamiento 6hmico (60 °C por 8 y 10 min) hubo mejor retencién

de la calidad sensorial y propiedades fisicoquimicas (pH, °Brix y contenido de



alcohol), mayor contenido de microorganismos (Lactobacillus sp.), betalainas,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante frente a la pasteurizacion

convencional (63 °C por 30 min) [19].

Los productos que se desarrollen con aguamiel, pulque o maguey repre-
sentaran una alternativa de uso como pre y probidticos, que sera valiosa,
por ejemplo, para satisfacer la demanda de este tipo de alimentos por parte
de consumidores veganos, vegetarianos o que por alguna condicién de-
ben evitar los productos lacteos. Consecuentemente, se pueden disefiar
alimentos o bebidas que brinden nuevas experiencias y les den un valor
agregado a estos productos tradicionales que son parte de la gastronomia

mexicana.

Conclusiones

El aguamiel y el pulque son bebidas con gran tradicién e historia en Méxi-
co. No obstante, en afios recientes su consumo ha disminuido de manera
dréstica, por lo que es importante disefiar nuevos productos aprovechan-
do sus propiedades como prebidticos y probidticos, y usando tecnologias
emergentes para incrementar su vida de anaquel, que es uno de los fac-
tores limitantes en su comercializaciéon y venta. Ademas, el pulque, al ser
una bebida fermentada, su contenido de alcohol restringe su promocién y
consumo. Sin embargo, hay una gran area de oportunidad en investigacién
para identificar, aislar y evaluar el efecto probiético de los microorganis-
mos responsables de la fermentacion del aguamiel, ya que este proceso se
ve modulado por diversos factores. Con relacién a la comercializacion de los
productos derivados del aguamiel, hay un gran campo por explorar. Por
ejemplo, debido a que los consumidores perciben a las pulquerias como
lugares poco higiénicos, un area de oportunidad para trabajar es la reforma
de los espacios para la compra y el consumo del pulque, conservando sus
raices y explorando otros puntos de venta. Sin duda el aguamiel y el pul-

gue tienen aln mucho potencial por explotar.

Fuentes de financiamiento

Este trabajo fue solventado por la convocatoria “Investigacion
vinculada a la atencion de problemas nacionales 2021” de la

Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de Querétaro.



NS
(0]
9
o
c
5
'_
<
>
.©
3]
c
.9
O
<
V]
2
0
©
.2
=
0
[}
o
[%2]
&
[}
[a

Referencias

[1]

[2]

(3]

(4]

(5]

M. L. Cazares Véasquez et al.,
“Microbial exopolysaccharides
in traditional mexican fermen-
ted beverages”, Fermenta-
tion, vol. 7, no. 4. 2021, DoI:
10.3390/fermentation7040249

S. L. Villarreal Morales et al.,
"7 - Aguamiel a fresh beverage
from agave spp. sap with func-
tional properties”, en Natural
Beverages A. M. Grumezescu
and A. M. B. T. N. B. Holban,
Eds. Estados Unidos: Acade-
mic Press, 2019, pp. 179—208.

R. I. Ortiz-Basurto, G. Pour-
celly, T. Doco, P. Williams,

M. Dornier y M. P. Belleville,
“Analysis of the Main Compo-
nents of the Aguamiel Produ-
ced by the Maguey-Pulquero
(Agave mapisaga) throughout
the Harvest Period”, J. Agric.
Food Chem., vol. 56, no. 10,
pp. 3682-3687, May 2008, DOI:
10.1021/jfo72767h

M. R. Romero Lépez, P. Oso-
rio Diaz, A. Flores Morales, R.
Mora Escobedo y N. Roble-
do, “Chemical composition,
antioxidant capacity and
prebiotic effect of aguamiel
(Agave atrovirens) during in
vitro fermentation”, Rev. Mex.
Ing. Quimica, vol. 14, no. 2, pp.
281-292, 2015.

G. D. Alvarez Rios, C. J.
Figueredo Urbina y A. Ca-

(6]

[7]

sas, "Physical, chemical, and
microbiological characteris-
tics of pulque: management
of a fermented beverage in
Michoacan, Mexico"”, Foods,
vol. 9, no. 3. 2020, DOI: 10.3390/
foods9030361

A. Escalante, D. R. Lépez Soto,
J. E. Velazquez Gutiérrez, M.
Giles Gémez, F. Bolivary A.
Lépez Munguia, “Pulque, a
traditional mexican alcoholic
fermented beverage: histori-
cal, microbiological, and tech-
nical aspects”, Front. Micro-
biol., vol. 7, 2016, poI: 10.3389/
fmicb.2016.01026

A. Escalante, M. Elena Rodri-
guez, A. Martinez, A. Lopez
Munguia, F. Bolivary G.
Gosset, “"Characterization of
bacterial diversity in Pulque,

a traditional Mexican alco-
holic fermented beverage,

as determined by 16S rpna
analysis”, Fems Microbiol. Lett.,
vol. 235, no. 2, pp. 273-279, Jun.
2004, DOI: 10.1111/].1574-6968.2004.
t009599.x

A. Cervantes Elizarrarés et al.,
“In vitro probiotic potential

of lactic acid bacteria isolated
from aguamiel and pulque and
antibacterial activity against
pathogens”, Applied Scien-
ces, vol. 9, no. 3. 2019, DOI:

10.3390/app9030601



NS
(0]
9
o
c
5
'_
<
>
.©
3]
c
.9
O
<
V]
2
0
©
.2
=
0
[}
o
[%2]
&
[}
[a

[9] G.D. Alvarez Rios, A. Casas,
L. Pérez Volkow, C. J. Figuere-
do Urbina, J. de Dios Paramo
Gémez y M. Vallejo, “Pulque
and pulquerias of Mexico City:
a traditional fermented beve-
rage and spaces of biocultural
conservation”, J. Ethn. Foods,
vol. 9, no. 1, p. 40, 2022, DOI:
10.1186/542779-022-00155-2

[10] D. Mufiz Marquez, R. Ro-
driguez Jasso, R. Rodriguez
Herrera, J. Contreras Esquivel
y C. Aguilar Gonzélez, “Pro-
duccién artesanal del agua-
miel: una bebida tradicional
mexicana”, Rev. Cientifica la
Univ. Auténoma Coahuila, vol.
5, N0. 10, pp. 12—19, 2013.

[11] C. O. Carranza, A. A. Fernandez,
G. R. Bustillo Armendarizy A.
Lépez Munguia, “Chapter 15 -
Processing of fructans and oligo-
saccharides from Agave plants”,
en Processing and Impact on
Active Components in Food,
F. Preedy, San Diego: Academic
Press, 2015, pp. 121-129.

[12] D. B. Muhiz Marquez, J. A.
Teixeira, S. |. Mussatto, J. C.
Contreras Esquivel, R. Rodri-
guez Herrera 'y C. N. Aguilar,
"Fructo-oligosaccharides (Fos)
production by fungal submer-
ged culture using aguamiel
as a low-cost by-product”,
twr, vol. 102, pp. 75-79, 2019,
pol: https://pol.org/10.1016/j.

[wt.2018.12.020

[13] G. J. Gerwig, “Structural

Analysis of Exopolysaccharides
from Lactic Acid Bacteria.”,
Methods Mol. Biol., vol. 1887,
Pp. 67-84, 2019, DOI: 10.1007/978-

1-4939-8907-2_7

[14] W. H. Min, X. B. Fang, T. Wu,

L. Fang, C. L. Liuy J. Wang,
“Characterization and an-
tioxidant activity of an acidic
exopolysaccharide from Lac-
tobacillus plantarum JLau103.”,
J. Biosci. Bioeng., vol. 127, no.
6, Pp. 758—766, Jun. 2019, DOI:

10.1016/].jbiosc.2018.12.004

[15] N. H. Maina, M. Tenkanen,

H. Maaheimo, R. Juvonen 'y

L. Virkki, “NMR spectroscopic
analysis of exopolysaccharides
produced by Leuconostoc ci-
treum and Weissella confusa”,
Carbohydr. Res., vol. 343, no.
9, pp- 1446—1455, Jul. 2008, DOI:

10.1016/].carres.2008.04.012

[16] E. Torres Maravilla et al.,

“|dentification of novel anti-in-
flammatory probiotic strains
isolated from pulque”, Appl.
Microbiol. Biotechnol., vol.
100, NO. 1, Pp. 385-396, 2016, DOI:

10.1007/500253-015-7049-4

[17] L. Marquez Morales, E. G.

El-Kassis, J. Cavazos Arroyo,
V. Rocha Rocha, F. Martinez
Gutiérrez y B. Pérez Armen-
dariz, “Effect of the intake of
a traditional mexican bevera-
ge fermented with lactic acid

bacteria on academic stress in



medical students”, Nutrients,
vol. 13, no. 5. 2021, DOI: 10.3390/

Nnu13051551

[18] E. Rojas Rivas, F. C. Viesca

Gonzélez, H. J. Favila Cisne-
ros y F. Cuffia, “Consumers’
perception of a traditional
fermented beverage in Central
Mexico”, Br. Food J., vol. 122,
no. 2, pp. 708—721, Jan. 2020, DOI:
10.1108/BFJ-05-2019-0317

[19] A. E. Alcéntara Zavala and J.

de Dios Figueroa Céardenas,
“Shelf life, physicochemical
and antioxidant properties

of red cactus pear pulque
processed by ohmic heating
and by conventional pasteuri-
zation”, Int. J. Gastron. Food
Sci., vol. 28, p. 100497, 2022, DOI:
https://pol.org/10.1016/j.ijg-
fs.2022.100497



VS ON Ad
(0" VS-ON-Ag D) [BUOIORWINU] O'fy _m:mﬁv:.tmm:ﬂou - [EIDISWIO)ON - 0OJUSIWII0U0IFY SUOWWOY) SAIIEI.I)) BIOUID @ D c @




3107

2492
20085-3

d Auténoma de Querétaro | IssN:

o
2
>
o

[0}

V]
8
3

©

L
T

o

o
N
z
N~
>
R

(0]
o

o

C

o
'_
©

>
©

]

C
0
O
©

]
©

(%2}

©

2
=

9]

)

o

(%2}

—

)
o

dustrial operations have brought important consequences such
| as large factories and favorable changes in the economic and
social structure, but they also bring along a decline in the quality of the
environment; this point can be highlighted by observing the emission
of air pollutants, which have increased in recent decades. One of the
places that stand out for this type of work is the industrial corridor of
the state of Guanajuato, Mexico, especially the various companies lo-
cated in the area that includes the municipalities of Celaya, Salamanca,
Irapuato, Silao and Ledn. In parallel, the area is also characterized by its
abundant agricultural activity of crops particularly assisted by insects
and other animals that the flowers attract for pollination. Pollutants
such as ozone (O,) have negative effects on the dispersion of volatile
organic compounds (voc) emitted by flowers. This research analyzes

the main pollutants that impair the industrial corridor, as well as their
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impact on pollination service. The information presented here points

to the urgent need to consider air pollution as a negative factor in

insect-mediated pollination service.

Keywords: Air pollution, floral vocs, pollinator decline, ozone.

Introduccion

La polinizacién consiste en la fecundacién entre gametos a través del trans-
porte de granos de polen desde las anteras, desembocando en el estigma
de la misma flor (autopolinizacién), o de otra (polinizacion cruzada). Consti-
tuye un proceso esencial para el cultivo agricola [1]. El servicio de poliniza-
cion puede llevarse a cabo mediante el arrastre del viento o agua, o bien, a
través de un vector biolégico como consecuencia de los habitos de alimen-
tacion de ciertos animales. Los méas comunes incluyen insectos (polinizacion
entomofila) como las abejas, abejorros, avispas, polillas, y en otros casos,
aves y mamiferos [2]. La polinizacién permite la obtencion de alimentos de
consumo humano, por lo que cualquier alteracién implica un golpe directo

en la economia y salud de la sociedad [3].

Por desgracia, las poblaciones de insectos han experimentado reducciones
importantes en los Ultimos afos; algunos factores que han contribuido a
estas pérdidas son el cambio de uso de suelo, el calentamiento global y la
nitrificacion [4]. El efecto de la contaminacién atmosférica también ha pro-
vocado la acelerada extincién de artrépodos e impactado negativamente
en la interaccién entre plantas y polinizadores; pese a ello, aln escasea la
atencién a este problema por parte de la comunidad cientifica. Investiga-
ciones recientes han valorizado que los principales contaminantes del aire
son los éxidos de nitrégeno (Nox) y el ozono (O,) [s]. Por otro lado, es sa-
bido que las plantas atraen a sus polinizadores mediante sus aromas florales,
producidos por compuestos organicos volatiles (cov); en otras palabras, es
fundamental la presencia, concentracién y proporcion de los cov para que

el insecto localice a su fuente de alimentacidn [6]. En sintesis, dichos conta-
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minantes atmosféricos alteran estas emisiones al encubrirlas y diluirlas en

el ambiente, y terminan por estropear la encomienda de los polinizadores [3].

México carece de evidencia experimental respecto al efecto de la conta-
minacién atmosférica sobre los polinizadores, su emplazamiento floral y la
producciéon de cultivos. De esta suerte se presenta al corredor
industrial de Guanajuato como prospecto ideal de estudio para in-
vestigar dicho efecto, debido a que es una zona emisora de conta-
minantes en altas concentraciones y, al mismo tiempo, importante

para la produccién agricola [g].

Polinizadores a nivel mundial

Existe evidencia de al menos 115 especies de plantas aprovecha-
das por el hombre que dependen de la polinizaciéon por insectos.
Ademsds, se estima que entre el 5y 8 % de la produccion mun-
dial de los cultivos (con un valor de mercado anual de 235-577 mil
millones de ddlares) es directamente atribuible a la polinizacion
animal [9]. Aparte de la produccién de alimentos y bebidas, las
industrias textil, cosmética y farmacéutica cuentan también con este ser-
vicio para la generacion de productos [10]. Dentro de los polinizadores de
mayor importancia en el mundo se encuentran las abejas europeas (Apis
mellifera), las cuales abonan con aproximadamente el 80 % de la poliniza-
cién entomdfila [11]. Ademas de las abejas, otros artrépodos como escara-
bajos, avispas, mariposas y polillas también contribuyen con este servicio
[12]. En el caso de los mamiferos, los murciélagos conforman al coro de po-
linizadores de plantas de excelencia econémica como el agave. También
desempefian esta labor los colibries, monos, |émures, zarigtieyas, musara-
fias y otros roedores, lagartijas, moscas, hormigas, mosquitos, caracoles,

babosas e incluso salamandras [13].

El declive documentado en las poblaciones de insectos alrededor del mun-
do ha sido presuntamente ocasionado por la aumentada toxicidad del aire
[12], [13] y disminuciones indirectas, debido al desequilibrio con otros orga-
nismos de su entorno [14-16]. A través del comportamiento de los insectos
se puede observar el agravante de la polucién aérea, ya que perjudica su
sentido de orientacién guiado por el olfato; estos organismos ademas lo em-
plean como medio de comunicacion para localizar alimentos, conespeci-
ficos, sitios de anidamiento, e inclusive para eludir depredadores [16]. Por

ejemplo, los polinizadores perciben sefales quimicas en el aire para loca-



lizar flores; como consecuencia, el transporte puede verse obstaculizado
o, peor aun, destruido por las reacciones quimicas contaminantes [17]. Un
estudio analizé el efecto de contaminantes como O, sobre los cov B-mir-
ceno, B-linalool y B-ocimeno (cominmente encontrados en los racimos de
flores), en el proceso se determiné que estos compuestos poseen una alta
reactividad a los contaminantes [18]. Al evaluar las amenazas que pesan
sobre los polinizadores, se exhorta a la concientizacién de la presencia de

elementos nocivos en el aire.

Polinizacion en México
TaBLA 1. Produc-

cién anual por

cultivo de planta Los cultivos de mayor produccién en México, de acuerdo con la Encuesta
I ) . L . )

de acuerdo con la Nacional Agropecuaria, son el maiz, trigo, sorgo y una variedad de hortali-

Encuesta Nacio- ) )
. zas (Tabla 1). El 85 % de las especies son de frutas, verduras o semillas, tales

nal Agropecuaria

(2019). como jitomate, fresa y cacao; todos consumidos en el pais, dependen de

v los polinizadores para su productividad (Tabla 2) [19].

CuLtivo TONELADAS CuLtivo TONELADAS

MAiz BLANCO 25811 328.1 CEBOLLA 999 487.2
MAiZ AMARILLO 5400 839.4 FRIjoL 828 113.9
TRIGO 3735122.9 CALABAZA 651 065.5
SORGO 3671068.0 Sovya 310411.6
JITOMATE 2860 305.2 ARROZ 157 423.7
CHILE 1981 390.0 AMARANTO 5352.5

Fuente. Encuesta Nacional Agropecuaria, 2019.

TaBLA 2. Produc-

cién por cultivo.

v

Curtivo TONELADAS TiPO DE POLINIZACION REFERENCIA
NARANJA 35001058 Entomdfila (abejas principalmente) [20]
AGUACATE 2013 590.9 Entomdfila (abejas principalmente) [21]
PLATANO 1927 485.3 Anemdfila (22]
LIMON 13510558 Entomdfila (abejas principalmente) (23]
MANZANA 406 211.1 Entomdfila (abejas principalmente) (24]
Uva 316 213.9 Anemofila o entoméfila (abejas principalmen-  [25]
te) dependiendo del cultivar
FRESA 233 467.5 Entomdfila (abejas principalmente) [26]
CAcAO 24.265.6 Entoméfila (moscas pequenas) [27]

Fuente. Encuesta Nacional Agropecuaria, 2019.



El mayor ingreso econémico del pais es generado por los cultivos depen-
dientes de polinizadores, por tal motivo es crucial defender a los insectos
encargados de esta faena para asegurar el proceso del mismo [28]. De forma
efectiva, diversas especies de abejas y abejorros —algunos nativos de la
regiéon—, llevan a cabo los servicios de polinizacién en la labranza central
(chile, jitomate, cucurbitaceas y cacao) [20], [29], [30]. Tal es el caso del Bom-
bus ephippiatus Say (Hymenoptera), abejorro nativo localizado en el vasto
territorio mexicano, exceptuando Baja California y peninsula de Yucatan
[30]. Estos insectos recorren plantas como el tomate (de la familia Solana-

ceae) y el arandano (Ericaceae) [31].

Aln en nuestros dias se desconoce el nimero exacto de polinizadores den-
tro del pais, asi como de recursos florales necesarios para su supervivencia;
sin embargo, el servicio que han otorgado permite una gran produccién
y, en consecuencia, un mayor ingreso econémico. México cuenta con mas
de 21 mil especies de angiospermas que requieren de polinizacién efectua-
da tanto por abejas nativas como por legiones de distintos polinizadores
[32]. Aunado a esto, es necesario reafirmar que familias de plantas nati-
vas utilizadas en la gastronomia mexicana, como nopales, calabaza, frijol,
aguacate, pitahaya, vainilla, chile, agave y cacao, precisan del servicio de

transferencia de polen [34-39].

México es el principal cosechador y distribuidor global de aguacate; en el
periodo de enero-julio de 2021, las exportaciones se cuantificaron en 576 286
toneladas, principalmente enviadas a Estados Unidos [33]. Cultivos como
el aguacate, pimiento y jitomate generan una cuantiosa suma en el pais,
y por tal motivo la pérdida de polinizadores o la disminucién de su efec-
tividad implican un efecto adverso tanto para la produccién como para
los ingresos. Se estima que la obtencién de aguacate genera un valor de
11 025 767 000 pesos [34]. En el caso del jitomate, México también domina
el mercado mundial, con una aportacion de 25.11 % del valor total de las

exportaciones [35].

Polinizacién: perspectivas para el estado de Guanajuato

El estado de Guanajuato cuenta con una superficie de 1 millén 480 mil hec-
tareas destinadas a la produccion de cultivos agricolas. En los municipios

de Celaya, Yuriria, Moroledn, Irapuato, Romita, Juventino Rosas, Purisima del



TaBLA 3. Cultivos
localizados en el
corredor indus-
trial de Guana-
juato y su tipo de

polinizacién.

Rincon, San Luis de la Paz, Salvatierra y Salamanca se encuentran los cul-
tivos de frijol, manzana, alfalfa, tomate, chabacano, fresa, jicama, cebolla,

zanahoria, sorgo y brécoli. Dichos son polinizados por abejas y abejorros,

ademas los cultivos se ubican en ntcleos de actividad humana (Tabla 3).

CuLtivo TiPO DE POLINIZACION m REFERENCIA
[36]

Maiz Anemofila

TRIGO Anemdfila [37]
CEBADA Anemdfila (38]
ESPARRAGO Entomdfila (abejas y abejorros) (39
ZANAHORIA Entomofila (principalmente abejas) (40]
JITOMATE Entomdfila (principalmente abejorros) [41]
LECHUGA Entomdfila (abejas y moscas) [42]
BROCOLI Entomofila (principalmente abejas) (43]
FRESA Entomdfila (abejas) [26]
CEBOLLA Entomdfila (abejas y moscas) (44]

Los municipios de Irapuato, Celaya, Salamanca, Silao y Le6n forman parte
del corredor industrial de Guanajuato; ademas de contar con empresas,
también son una zona agricola que produce frijol, tomate, fresa, sorgo y
brocoli (Figura 1). Si bien, los cultivos cosechados en la mayor parte de |a
superficie son independientes de los polinizadores, también hay algunos
de exportacion con gran valor monetario que si requieren de estos agen-
tes, tal es el caso del brécoli, fresa, jitomate y esparrago. En 2020, estas co-
sechas generaron una ganancia de 1866 millones de délares [45]. Asociado
a ello, Guanajuato es el segundo lugar en produccién de esparragos a
nivel nacional y ocupa el tercero en cebolla y fresa [8]. Conjuntamente, el
area metropolitana de Ledn es reconocida como la mayor exportadora de

lechuga y brécoli (fresco y congelado); en 2017 distribuyd cerca de 374 mil



Ficura 1. Mapa
del corredor
industrial con
sus principales

cultivos.

toneladas con una derrama de 408 mpp. Dicho sea de paso, ambos produc-

tos dependen de la polinizacién por insectos [4¢].

En Irapuato la superficie agricola destinada para siembra es de 57 626 hec-
tareas; alli se cultiva, principalmente, maiz, alfalfa, trigo y fresa; en parti-
cular, esta Ultima es dependiente de insectos polinizadores [47]. A pesar
de que Irapuato es conocido como pieza clave en la produccién de fresa,
también se cultivan alimentos como el esparrago, brocoli, calabaza, zana-
horia y lechuga [48]; se estima que el 90 % del esparrago producido se exporta
a Estados Unidos, Japoén y Europa [49]. Paralelamente, Celaya se destaca por
sus actividades agricolas en la obtencién de hortalizas como jitomate y
zanahoria; de esta Ultima figura como el mayor productor a nivel nacional,

con una aportacion de 12 004 toneladas [50].

Relevancia econdmica del servicio de polinizacion

En el entorno, los sistemas ecolégicos y su capital natural fungen como
protagonistas para el funcionamiento y soporte de la tierra, ya que contri-
buyen al bienestar humanoy, por tanto, asumen parte del valor econémico
total del planeta [51]. La polinizacién es un capital natural vital y se realiza

en ecosistemas de la misma indole [52]. Los agentes polinizadores integran



parte crucial del ecosistema porque el beneficio y biodiversidad que brin-
dan al planeta los liga intimamente a la vida, y sus contribuciones son
visibles gracias a la produccién de alimentos; no obstante, su actividad no
recibe retribucién econdmica alguna. Nos referiremos a esa remuneracion

no cubierta como valor potencial de la polinizacion [s3].

En 1997 se propuso asignar un precio al capital natural, tal como los ser-
vicios ecosistémicos (polinizacién), otorgandole valores estimados entre
33-125 MMDD por afo [54]. Tomemos como ejemplo un recurso vital como el
agua, que ostenta un valor incalculable, y ninguna persona podria pagar
completamente por su uso diario. En este sentido, la naturaleza posee un
enorme e inestimable valor econémico [56]. Actualmente se ha estimado
que el medio de produccién de los servicios ecosistémicos ronda entre

400-539 MMDD por afio [s5].

Como hemos mencionado al principio, un ejemplo clasico de servicio eco-
sistémico altamente determinante es la polinizacion. Se trata de agentes
que interacttan con la flora y la polinizan gratuitamente [57]. En ese aspecto,
los cientificos determinaron el valor econémico mundial de esta labor, res-
pecto a los principales cultivos alimentarios en un estimado de 217 mmbD
[58]. Es claro que el servicio de polinizacion es de un capital incalculable, y
sin él las pérdidas econémicas en mermas de alimentos serfan catastréficas,

entre 266-434 MDD en un solo afo e incrementarian con el paso del tiempo [59].

En México el valor potencial de la polinizacién agricola varia dependiendo
de la importancia de la produccién. Por ejemplo, en el periodo de 2003 fue
2360 MDD, e incrementd paulatinamente hasta llegar a los 4400 MDD en 2018 [60].
En especifico, la agricultura guanajuatense generd una demanda potencial
de polinizacién que rondé de 50 a 78 Mpp en el afo 2018 [¢0]. Como refe-
rencia, se estima que el servicio de polinizacién alcanza un valor global de
127-184 MMDD [61], [62]. Los efectos negativos que conllevan la pérdida total
de polinizadores, en particular las abejas, desencadenarian un desastre y

disminucion alimentaria y econdémica a nivel global.
Contaminacion del aire en el corredor industrial de Guanajuato
Guanajuato se distingue de otros estados por la extensa proliferacién de

industria y fabricacion que abarca dreas como la agroindustrial, automotriz,

quimicos, cuero, calzado, textil, farmacéutica y cosmética. Sin embargo, de



manera adversa se han identificado en la atmosfera diversos agentes con-

taminantes [63] :

— Compuestos organicos (metano, tolueno, n-butano, i-pentano,

etano, benceno, n-pentano, propano y etileno)
— Didxido de azufre (so,)
— Dioxido de carbono (co,)
— Dioxido de nitrégeno (No,)
— Monéxido de carbono (co)
— Particulas menores a 10 micrémetros (pm, )y PM, )
— Metano (cH,)
— NOX

En Salamanca hay una excesiva emisién de so,, mientras que en Irapuato
y Celaya predomina el Nox [63]. Esta zona industrial presenta factores de
estrés como el transito vehicular, actividades de refineria, combustién con
gas LP, quema agricola, uso de solventes, generacién de energia eléctrica
y uso de pesticidas [64]. En cuanto a las emisiones contaminantes, el 38 % de
NOX mas los compuestos organicos son producto del transito vehicular, y el
57 % del registro vehicular se concentra en el corredor industrial de Celaya,

Irapuato, Ledn, Salamanca y Silao [es].

En 2020 se manifestaron mdltiples reportes del recalcitrante aumento en las
guemas agricolas, viéndose abrasados los municipios de Celaya, Ledn, Sa-
lamanca, Salvatierra e Irapuato [65]. Para empeorar las cosas, la industria

ladrillera emite altas concentraciones de pwm,, PM, . y sO,, contribuyendo,

107
si cabe, a la contaminacion del estado, especialmente en el municipio de
Ledn, debido a su deficiente regulacién ambiental. A su vez, la petroquimica
y la generacién de energia eléctrica ocasionan la mayor cantidad de emi-
siones de Nox (Figura 2). En el caso de la emision de compuestos organi-
cos, la industria petroquimica contribuye con un 48 %. De forma paralela, la

automotriz es responsable de un 38 % en este rubro (Figura 3).
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FiGUura 2. Emision de
Nox por industrias
alojadas en el esta-
do de Guanajuato

en el afio 2017.

FiGura 3. Emision de
compuestos orga-
nicos por industrias
alojadas en el esta-
do de Guanajuato

en el ano 2017.

Automotriz B Generacion de energia eléctrica Ml Petroleo y petroquimica

[0 Industria del cuero M Quimica Alimentos y bebidas

4% 2%
11% N/

25%

38%

20%

Fuente: Inventario de Emisiones de Contaminantes Criterio y Precursores del Estado de

Guanajuato, 2017.

Automotriz || Industria del plastico B Fetroleo y petroquimica B ouimica [l ndustria del cuero

1%

/— 38%

48%

Fuente: Inventario de Emisiones de Contaminantes Criterio y Precursores del Estado de

Guanajuato, 2017.

En la mayoria de los casos, las altas emisiones de O, son consecuencia de

la reaccion entre NOX y cov; bajo esta circunstancia, en 2019 los municipios



de Salamanca, Irapuato, Celaya y Ledn rebasaron las concentraciones del
limite establecido [e4]. En México, se efectuaron estudios que auguran para
el 2050 la desaparicion del 58 % de especies polinizadoras, por efecto del
cambio climatico y emisiones de gases [¢¢]. Como se ve, faltan investiga-
ciones que concienticen acerca del impacto de los contaminantes aéreos
sobre el servicio de polinizaciéon. Es menester realizar investigaciones que
expongan los efectos contaminantes del corredor industrial, ya que es una

zona ideal para este andlisis.

Efecto de los contaminantes atmosféricos sobre la emision
de cov florales

El éxito en la polinizacion entomdfila se centra en la capacidad del insecto
para localizar una fuente, mediante la comunicacién quimica influida por
aromas, color y forma de las flores. Los cov que emiten las flores son prue-
ba de esta comunicacioén quimica, ya que se difunden en el ambiente y son
detectados por los polinizadores [67]; asimismo, actian como fuente de in-
formacién para los agentes, les permite evaluar la calidad y cantidad de
alimento para decidir si realizaran la visita a la flor [¢]. Es decir, los poliniza-
dores se distinguen por su capacidad de discernir entre diferentes especies

de flores mediante los cov [68].

El antagdnico principal dentro del coro de contaminantes generados en el
mercado industrial del estado es el O,; su presencia dafia directamente la
mezcla y proporcién de cov en los racimos, ademas de coadyuvar la produc-
cion de nuevos voldtiles, derivados de la reaccién del ozono [51]. Un ana-
lisis reciente publicéd que el incremento en la concentracion de O, afecta
la capacidad de los agentes para detectar cov florales y perturba la emi-
sién de cov en las plantas [51], [¢9]. Estudios de electroantenografia mos-
traron que los abejorros presentan una capacidad de deteccion reducida
de estos compuestos cuando hay un incremento de O, en el ambiente [52],
mientras en las abejas se ostenta un resultado similar que repercute en su
respuesta de deteccion [17]. Cierto es que la contaminacién por ozono causa
dafios en la vegetacion; se presenta como la degradacion de clorofila y color

amarillento en las hojas, asi como estragos en la atraccion del polinizador.

La reaccion de las flores frente a los quimicos presentes en la atmosfera

(O,, No,y HO) puede variar desde la eliminacién de un dtomo de hidrégeno



TasLA 4. Modifica-
cién de los cov por
reaccién con los
contaminantes del

aire.

v

CANFENO

hasta la incorporacion de moléculas en la estructura quimica, con acelera-
ciones de reaccién Unicas para cada cov [69, 70]. De tal manera, la sefal es
degradada, pierde la especificidad y cambia las proporciones de los cov.
A su vez, estas reacciones conducen a la ruptura de los cov y la formacién

de nuevos volatiles.

Por ejemplo, las reacciones que se llevan con los volatiles (B-mirceno y p-oci-
meno con contaminantes HO y O,) conducen la formacién de compuestos
imperceptibles para los polinizadores, como acetona, 4-vinil-4-4-pentanal y

4-metil-3,5-hexadienal (Tabla 4) [71].

ESTRUCTURA auiMICcA CONTAMINANTE ProbucTo REFERENCIA

SABINENO

A-TERPINENO

CARIOFILENO

MircenO

HO O CANFENILONA

HO ACETONA

HO, O, ACETONA [73]
i; O3 3-0X0-SABINAKETONA

HO, O3 ACETONA [74]

0, FORMALDEHIDO [75]

HO FORMALDEHIDO [74]

Se ha demostrado que los Nox emitidos por los motores de diésel alteran
la composicion de los cov florales, e intervienen en la localizacion de hués-
pedes [18]. Estos estudios atestiguan que las reacciones de los cov junto a
los contaminantes del aire alteran las percepciones de los polinizadores,
debido a la formacién de otros compuestos quimicos que diluyen la sefial

en el ambiente.
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Conclusiones

En México apenas comienza el escrutinio de los contaminantes habitua-
les que podrian intervenir en el servicio de polinizacién. Destaca en este
aspecto la zona del corredor industrial, que funge como productor, prota-
gonista a nivel nacional, de cultivos dependientes de polinizadores y tam-
bién como antagonista por favorecer a los contaminantes aéreos. En la
presente investigacion se postulan los efectos adversos en el servicio de
polinizacién debido a la formacion de nuevos compuestos o la dilucion de
los cov. Hemos concluido que los contaminantes aéreos intervienen en la
polinizacién, por lo que el corredor industrial resulta prospecto de estudio

para analizar el efecto negativo de los contaminantes sobre los compues-

tos organicos volatiles florales y, por tanto, la polinizacion.
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Perspectivas de la Ciencia y la Tecnologia

De acuerdo con informes de la Organizacién Mundial de la Salud
(oms), la hipertension se considera el factor de riesgo cardiovas-
cular de mayor frecuencia, pues afecta del 25 al 30 % de la poblacion
mundial. Uno de los principales agentes causantes es la enzima con-
vertidora de angiotensina-l (Eca), la cual desempena un papel funda-
mental en la regulacién de la presion arterial mediante la modulacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Debido a lo anterior,
existen numerosos farmacos con capacidad de inhibicién de la Eca;
sin embargo, pueden ocasionar efectos secundarios adversos, como
tos, dolor de cabeza, erupciones en la piel, alteracién del gusto, an-
gioedema, nduseas y reacciones alérgicas. Por esta razén, hay un
creciente interés en la obtencién de inhibidores de la eca de fuen-
tes naturales que permitan disminuir los efectos secundarios y la de-
pendencia de los farmacos. Particularmente, los péptidos bioactivos
presentes en hidrolizados enziméticos de proteina han mostrado pro-

piedades antihipertensivas debido a que inhiben la eca, por lo que

se consideran una alternativa prometedora en la prevencion y trata-

miento de la hipertension. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad inhibidora in vitro de la eca de los hidrolizados enziméticos
obtenidos de proteinas (albumina y globulina) del grano de cacao; el
propdsito es demostrar su potencial como fuente natural de agentes
antihipertensivos. Como resultado del tratamiento con alcalasa de
albdmina y globulina del grano de cacao se obtuvieron hidrolizados
con actividad inhibidora de la eca. Particularmente, a partir de la glo-
bulina se generaron hidrolizados y fracciones de péptidos (< 3000 Da)
eficaces en la inhibicidon de la eca, por lo que podrian considerarse
ingredientes bio-funcionales para el desarrollo de alimentos nutra-

céuticos.

Palabras clave: actividad antihipertensiva, grano de cacao, hidrélisis

enzimatica, péptidos bioactivos, proteinas.




74

107

>

2683-3

Perspectivas de la Ciencia y la Tecnologia | Vol. 7 Nim. 12 | enero-junio | Facultad de Ingenieria | Universidad Auténoma de Querétaro | 1ssn:
J g

ccording to reports from the World Health Organization (wHo),
A hypertension is considered the most common cardiovascular risk
factor, affecting 25 to 30% of the world’s population. One of the main
causative agents is angiotensin-I converting enzyme (ace), which plays
a fundamental role in the regulation of blood pressure by modulating
the renin-angiotensin-aldosterone system. Due to the above, there
are numerous drugs with ACE inhibitory capacity; however, they can
cause adverse side effects, such as cough, headache, skin rash, taste
alteration, angioedema, nausea and allergic reactions. For this rea-
son, there is a growing interest in obtaining Ace inhibitors from natu-
ral sources to reduce side effects and drug dependence. Particularly,
bioactive peptides present in enzymatic protein hydrolysates have
shown antihypertensive properties because they inhibit Acg, and are
therefore considered a promising alternative in the prevention and

treatment of hypertension. The aim of this work was to evaluate the

in vitro ACE inhibitory activity of enzymatic hydrolysates obtained from

cocoa bean proteins (albumin and globulin); the purpose is to demon-
strate their potential as a natural source of antihypertensive agents.
As a result of alkalase treatment of albumin and globulin from cocoa
beans, hydrolysates with ace inhibitory activity were obtained. Partic-
ularly, hydrolysates and peptide fractions (< 3000 Da) effective in Ace
inhibition were generated from globulin, so they could be considered

bio-functional ingredients for the development of nutraceutical foods.

Keywords: Antihypertensive activity, cocoa bean, enzymatic hydro-
lysis, bioactive peptides, proteins.

Introducciéon

La hipertension (presion arterial sistdlica y diastolica de 140/90 mmHg y/o
superiores) afecta aproximadamente al 25-30 % de la poblaciéon mundial y
se considera una enfermedad crénica; se la relaciona con enfermedades
cardiovasculares (infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, accidente ce-
rebrovascular, enfermedad coronaria, arteriosclerosis, entre otras) y afec-

ciones como la insuficiencia renal) [1].



Perspectivas de la Ciencia y la Tecnologia

La enzima convertidora de angiotensina-| (Eca) es una dipeptidil carboxi-
peptidasa | (Ec 3.4.15.1) que forma parte del sistema renina-angiotensina-al-
dosterona, donde cataliza la formacién de angiotensina 1, un potente va-
soconstrictor. También se estimula la secrecién de aldosterona y se induce
la expresion de potasio y la retencion de sodio y agua, incremen-
tando el volumen extracelular y neutralizando la expresién de re-

nina [1]. Ademas, la Eca actlia de manera simultédnea en el sistema
La hipertension se o o ) » o
considera el factor de calicreina-cinina, catalizando la degradacion de bradicinina, hor-

riesgo cardiovascular mona peptidica de potente accion vasodilatadora [2], [3]. A causa
mas comun afectando )
del 25 al 30 % de de los procesos anteriores, la eca favorece el aumento de la pre-

la poblacién. Uno sion arterial (Figura 1); por tanto, existe una amplia disponibilidad
de los principales

causantes, es la
enzima convertidora captopril, enalapril, lisinopril y perindopril. Sin embargo, estos
de angiotensina-I
(EcA). Sin embargo, es
posible encontrar una como tos, dolor de cabeza, sarpullido, alteracién del gusto, an-
amplia disponibilidad ) i )
de fArmacos con gioedema, nduseas y alergias [4].

de farmacos que la inhiben, entre los cuales se encuentran el

medicamentos pueden ocasionar efectos secundarios adversos,

capacidad de
inhibicién de la EcA. En las ultimas dos décadas, se han atribuido beneficios en la

salud (antioxidante, antihipertensivo, hipocolesterolémico, an-

titrombdtico, entre otros) a fragmentos proteinicos especificos
con capacidad moduladora de procesos fisiolégicos, llamados péptidos
bioactivos (pB) [5]. Particularmente, el efecto antihipertensivo de los P8 se
debe a que inhiben la actividad de la EcA; su mecanismo de accién es
similar al de los farmacos, ya que son capaces de unirse al sitio activo
de la Eca (inhibicién competitiva). Sin embargo, hay excepciones, ya que
algunos péptidos se unen a la eca en sitios diferentes al activo (inhibicién
no competitiva) o combinarse con el complejo enzima-sustrato (inhibicion

acompetitiva), impidiendo que se lleve a cabo la reaccion [2].



Ficura 1. Modelo
de regulacién de

la presion arterial
mediante la enzima
convertidora de
angiotensina |

(Eca) en el Sistema
Renina-Angioten-
sina-Aldosterona

y Sistema Calicrei-

na-Cinina.
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Dado que los P8 se encuentran “inactivos” cuando forman parte de las pro-
teinas, es necesario que se promueva su liberacion. Por fortuna, los procesos
biotecnoldgicos actuales gozan de un mayor potencial industrial y comer-
cial para la sintesis de hidrolizados a partir de fuentes alimentarias de ori-
gen vegetal [4]. En este contexto, |a hidrélisis enziméatica de proteinas es el
bioproceso preferido para la generaciéon de péptidos: es facil de controlar,
no forma subproductos y permite aprovechar una gran variedad de enzi-

mas proteoliticas de origen animal, vegetal y microbiano [s].

En el caso particular de las especies vegetales, las proteinas se obtienen
principalmente de cereales, pseudocereales, leguminosas y oleaginosas
[4]. No obstante, en los Ultimos afios ha crecido el interés por nuevas fuen-
tes con potencial terapéutico en beneficio de la salud. En este sentido
destaca el grano de cacao, obtenido de la semilla fermentada y secada de
los frutos del arbol tropical Theobroma cacao L. (familia Sterculiaceae). En
América Central, Sudamérica, Africa Central y Asia se cultivan las subespe-
cies criollo, forastero y trinitario [6], y en las tres el componente principal
del grano de cacao es la grasa (47-55 %). Dicha materia se explota amplia-
mente en la industria de fabricacion de chocolate, productos farmacéuti-
cos y cosméticos [7]. Asimismo, el segundo componente por abundancia
es la proteina (10-15 %), la cual se constituye por cuatro fracciones: albumi-

na, globulina, prolamina y glutelina [g].

Actualmente, la variedad forastero representa aproximadamente el 70 % de
la produccién mundial del cacao y se cultiva en los estados de Chiapas y
Tabasco [9]; se caracteriza por su resistencia a enfermedades, baja demanda

de nutrientes y alto rendimiento de frutos, a diferencia de la variedad criollo.



Los efectos bio-funcionales del cacao estan relacionados con los compues-
tos fendlicos, aunque en afios recientes las proteinas y los péptidos deri-
vados de las mismas han cobrado importancia. Debido a sus propiedades
antioxidantes [8], antitumorales [9], antiadipogénicas [10] y antihipertensivas
[11], son aprovechables en la prevenciéon de enfermedades crénico-dege-

nerativas como la diabetes, cancer, obesidad e hipertension.

Hasta la fecha, la actividad antihipertensiva del cacao se ha determinado
especificamente en la variedad criollo (que debido a sus caracteristicas
organolépticas se destina principalmente a la elaboracién de chocolates
de alta calidad) [11]. Por lo anterior, este trabajo pretende evaluar in vitro
la albumina y globulina obtenidas del cacao forastero, sus hidrolizados en-
zimaticos y fracciones de péptidos en términos de la capacidad para inhi-
bir la ecA. La finalidad es validar este recurso como una fuente natural de

agentes peptidicos antihipertensivos.

Metodologia / Materiales y Métodos

Material vegetal

Vainas de cacao (Theobroma cacao L., variedad forastero) cosechadas en
mayo de 2017 por métodos tradicionales en plantaciones en el municipio
de Comalcalco, Estado de Tabasco, México. Las semillas frescas se fer-
mentaron a temperatura ambiente en cajas de madera (100 cm?) durante 6
dias, se lavaron con agua para eliminar los restos de mucilago y se secaron
a 40 °C durante 8 horas. Posteriormente, los granos de cacao se descasca-

rillaron a mano y se trituraron con un mortero de pistilo.

Desgrasado de grano de cacao

De 3-4 kg de granos triturados se desgrasaron por el método de Soxhlet
durante 24 horas con éter de petréleo (7 ml/g) como solvente. Posterior-
mente, se colocaron en una campana de extraccion durante 24 horas para
permitir la evaporacion del solvente. Finalmente, se almacenaron en refri-

geracion a 4 °C.



Preparacion del extracto seco aceténico

Los alcaloides se extrajeron parcialmente con cloroformo (2.5 ml/g) durante
8 horas en un aparato Soxhlet y posteriormente los granos triturados se
colocaron en una campana de extraccion durante 24 horas para permitir
la evaporacion del solvente. A continuacién, para eliminar los polifenoles
se sigui6 el método descrito por [12] con algunas modificaciones de [13]. A
partir de los granos triturados, los polifenoles se extrajeron tres veces con
acetona al 80 % (v/v) (que contiene ascorbato de sodio 5 mM) y posterior-
mente cinco veces con acetona al 70 % (v/v). Las suspensiones (20 ml/g) se
agitaron durante 1 hora a 4 °C y se centrifugaron a 13 000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. Después del paso final de extraccién, se comprobé la efi-
ciencia mediante una prueba con &cido clorhidrico 5 M (un color rojo indica
la presencia de polifenoles residuales) [13]. Tras la extracciéon completa de
polifenoles, el agua residual se eliminé mediante extraccién con acetona al
100 % y el extracto obtenido se evapord a sequedad. Finalmente, el extrac-
to seco acetodnico (AcDP, por sus siglas en inglés) se molié con un molino
Ika (IKaA®PA11 basic), se tamizé a través de una malla de 150 um (tamiz no. 100)

y se almacend a 4 °C.

Extraccion de proteinas

La extraccion de las proteinas se realizd siguiendo el método de [13] con
algunas modificaciones. A partir del acpr, las fracciones de albdmina (Alb)
y globulina (Glob), se extrajeron sucesivamente con Tris-Hcl 10 mM, pH 7.5
(que contiene EDTA 2 mMM) y cloruro de sodio 0.5 M (que contiene EbTA 2 MM
y Tris-Hcl 10 mM, pH 7.5), respectivamente. Las suspensiones (1:10 p:v) se
agitaron durante 4 horas a 4 °C y se centrifugaron a 10 000 rom durante 20
minutos a 4 °C. Cada sobrenadante se dializ6 en membranas (peso mo-
lecular de corte de 14 kDa) con agua desionizada durante 48 horas a 4 °C,
con un cambio de agua cada 24 horas. El contenido de los tubos de diélisis
se centrifugd en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Los
sobrenadantes obtenidos corresponden a cada una de las fracciones de

proteina (Alb 'y Glob), las cuales se liofilizaron y almacenaron a -20 °C.

La concentracion de proteina soluble en cada una de las fracciones se de-
terminé espectrofotométricamente por el método de Bradford [14], previa

elaboracion de una curva patrén de albdmina de suero bovino (0-1 mg/ml).



El rendimiento de extraccion se expresé en miligramos de proteina por

gramo de Acpr.

Preparacion de hidrolizados de proteina

La hidrélisis enzimatica in vitro de las fracciones de proteina (Alb y Glob) se
realizé siguiendo el procedimiento de [8] y utilizando alcalasa (Ec 3.4.21.62,
proteasa de Bacillus licheniformis, actividad especifica 2.4 U/g proteina,
Sigma-Aldrich®) a una relacién enzima:sustrato (E:S) de 1:10 (p:p), pH 7.5y
50 °C. La hidrdlisis se llevd a cabo durante 2, 6 y 8 horas (tiempo de hidrélisis
establecido en un estudio previo para la obtencién de hidrolizados antioxi-
dantes de glutelinas de la variedad forastero) [g]. Al final de cada tiempo,
la muestra se calentd a 90 °C durante 10 minutos para inactivar la enzima
alcalasa. Todas las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a
4 °C. Los sobrenadantes, denominados hidrolizados de albdmina (H-Alb) y

globulina (H-Glob), se almacenaron a -20 °C.

Grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) se determiné espectrofotométricamente por el mé-
todo de [15] mediante la cuantificacion de grupos amino libres que reaccionan
con acido 2,4,¢-trinitrobencenosulfénico (TNBs por sus siglas en inglés), pre-
via elaboracién de una curva patrén de L-Leucina (0 — 2.5 mM). Los valores

de GH se calcularon utilizando la siguiente ecuacién:

# [ @-Ly
H(@)—[m x 100

Donde L, es la cantidad de grupos amino liberados tras la hidrdlisis enzima-
tica; Lo es la cantidad de grupos amino libres en las fracciones de proteina
extraidas (Alb o Glob)y L__ es la cantidad total de grupos amino liberados
tras la hidrdlisis total (con Hcl 6 N, 24 horas) de las fracciones de proteina
(Alb o Glob).

Ultrafiltraciéon

Para la separacion de péptidos en los hidrolizados enzimaticos (H-Alb y

H-Glob) que presentaron el mayor GH, se utilizé una membrana de ultrafil-



tracién con un tamano de corte de peso molecular (pm) de 3000 Da (Millipore,
Bedford, ma, usa), centrifugando a 5000 rpm durante 30 minutos. Para cada
hidrolizado enzimatico de Alby Glob se obtuvieron fracciones de péptidos
con PM menores a 3000 Da, los cuales se denominaron ur-Alb y ur-Glob,
respectivamente. El contenido de péptidos solubles se determiné espec-

trofotométricamente por el método de TnBs [15] descrito anteriormente.

Ensayo de la actividad inhibidora de la eca

La actividad inhibidora de la Eca se determiné espectrofotométricamente
de acuerdo al método de [1¢] utilizando hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) como
sustrato. El ensayo se llevé a cabo afadiendo 150 pl de bufer de borato 0.2 M
(pH 8.3) y 100 pL de NaCl 300 uM. Posteriormente, se agregd una alicuota (5o pL)
de muestra (proteina, hidrolizado enzimatico o ultrafiltrado) o de bufer de
fosfatos de potasio 40 uM, pH 8.3 (control), se mezcld con 50 Pl de Eca (165
mU) y se incubd a 37°C por 5 minutos. Enseguida se afiadieron 100 pL de HHL
20mM (a 37°C) y se continud la incubacion durante 30 minutos. La reaccidn
se detuvo por inmersién de los tubos en bafio de agua caliente (8o — 90 °C)
durante 10 minutos, posteriormente se anadié 1 mL de bufer de fosfatos de
potasio 0.2 M, pH 8.3y 1.5 mL de 2,4,6 tricloro-s-triazina (3% p/v en dioxano).
La mezcla se agité en vortex (hasta que se mostro transparente) y se cen-
trifugd a 1000 rpm por 5 minutos. Finalmente, en el sobrenadante se realizd
la medicion de la absorbancia a 382 nm, previa elaboracién de una curva

patrén de &cido hipdrico (0 - 50 pg).

Una unidad (U) de actividad enziméatica se definié como la cantidad de en-
zima (ecA) que hidroliza 1 pmol de HHL formando &cido hipurico y liberando

L-histidil-L-leucina en 1 minuto a 37°C.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como medias * desviaciones estandar. Las di-
ferencias significativas de los resultados se determinaron mediante analisis
de varianza y prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (P < 0.05) utili-

zando el software Statgraphics Centurion xvi.



Resultados y discusion

Con la finalidad de evitar una desnaturalizacién irreversible de las protei-
nas del grano de cacao por oxidacion de polifenoles durante el proceso
de extraccién, en este trabajo se obtuvo el extracto seco aceténico (Acop).
Asimismo, mediante una prueba cualitativa (utilizando Hcl), se comprobd
que el Acpp se encontraba libre de polifenoles, por lo que el proceso de
extraccion con acetona fue eficiente; es decir, la materia prima obtenida
fue adecuada para llevar a cabo la extraccion de las proteinas. De esta
manera, se obtuvieron las fracciones de albumina (Alb) y globulina (Glob)
_ en las concentraciones que se muestran en la Tabla 1. El contenido total de
TasLA 1. Contenido

de albamina (Alb) proteina fue de 11.56 + 0.61 mg/g Acpp, donde la fraccion de Alb representé

y globulina (Glob) el 55.6 % y la fraccion de Glob el 44.4 % del total de proteina.
extraidas del grano

de cacao.

PROPORCION DE PROTEINA
PROTEINA

(mc/G Acpp) ()

ALBUMINA (ALB) 6.43+0.35 55.6+1.2
GLOBULINA (GLOB) 5.13+0.32 44.4+1.2
RELACION ALB/GLOB 1.25+0.06

(*) Representa el % de la proteina total extraida.

El rendimiento de extraccién de Alb y Glob concuerda con lo reportado
previamente por [8], sin embargo resulté significativamente menor a lo
mencionado por [13]. Diversos estudios realizados en grano de cacao han
reportado distintos contenido y distribucién porcentual de las fracciones
Alb y Glob. Estas diferencias se han atribuido a diversos factores como
la variedad del cacao, método de extraccién y fraccionamiento utilizado,
tamano de lote, uso de agentes reductores, aplicacién de pretratamientos,
condiciones de fermentacién y almacenamiento del grano [17]. En este sen-
tido, se ha demostrado que durante el proceso de fermentacién ocurre una
degradacion de las fracciones de Alb y Glob relacionada con la formacion

de compuestos precursores del aroma caracteristico del cacao [13], [18].

Los hidrolizados de proteina se pueden producir principalmente por hidré-

lisis quimica, enzimética o fermentacién. El método de hidrélisis enzimati-



ca presenta varias ventajas como condiciones moderadas de temperatura
y pH durante el proceso, facilidad para controlar la reaccién, no hay forma-
cién de subproductos, se conserva el valor nutritivo y se dispone de una
gran variedad de enzimas proteoliticas (de origen vegetal, animal y micro-
biano) [19]. Particularmente,en este trabajo, la hidrdlisis de Alb y Glob se
llevé a cabo con la enzima alcalasa, la cual es utilizada ampliamente para
la producciéon de hidrolizados de proteina y ps, ya que es una proteasa de

origen microbiano (de bajo costo) que presenta amplia especificidad.

El grado de hidrdlisis (GH) se utiliza como un pardmetro para el seguimien-
to de la protedlisis enzimética y es el indicador més empleado para la
comparacién entre hidrolizados enzimaticos de proteina. En la Figura 2 se
muestran los valores obtenidos de GH para las combinaciones de tiempo
y relacion E:S ensayadas para la hidrélisis de Alb 'y Glob con alcalasa. Los
valores de GH se encontraron entre 8.3-11.7 % y 12.9-19.8 % para Alb y Glob,
respectivamente. Los porcentajes superiores en Alb podrian deberse a
que esta fraccion se considera una proteina constitutiva; por otro lado, la
Glob es una proteina de almacenamiento, menos accesible a la accién de
la alcalasa. Ademas, la fraccion de Glob se compone principalmente por

unidades de mayor Pm que las contenidas en la fraccion de Alb [11], [13].

Como se menciond anteriormente, el GH es una propiedad fundamental
que puede determinar en gran medida el posible uso de los hidrolizados
de proteina. Con respecto a este parametro, los hidrolizados con GH supe-
rior al 10 % se aprovechan principalmente en la formulacién de suplemen-
tos alimenticios, liberacion de ps y como fuente de nitrégeno en dietas de
individuos que presentan alergenicidad o errores metabdlicos especificos
[20]. En el presente estudio, 4 de ¢ hidrolizados mostraron un GH mayor al
10 %, por lo que los hidrolizados de Alb 'y Glob podrian ser utilizados para
estos propositos. Adicionalmente, debido a que los P8 se consideran como
secuencias de cadena corta (2 a 20 aminoéacidos) con PM de 250-3000 Da, la
separacion de péptidos en los hidrolizados de Alb y Glob se llevé a cabo
por ultrafiltracion con membranas, ya que es un proceso adecuado para

el fraccionamiento de cadenas peptidicas con un rango de pm especifico.
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FiGura 2. Grado de
hidrélisis (%) obte-
nido en los hidroli-
zados de albdmina
(H-Alb) y globulina
(H-Glob) a diferente
tiempo de hidré-
lisis con alcalasa.
Los resultados se
representan como
media + desviacion
estandar (n = 3). Le-
tras distintas indican
diferencia significati-
va (P < 0.05).

FiGura 3. Inhibicion
de la eca (%) de
albdmina (Alb) y
globulina (Glob),
hidrolizados enzi-
maéticos y fracciones
de péptidos < 3000
Da (ultrafiltrados).
La concentracion
final de las mues-
tras en los ensayos
fue de 100 pg/mL.
Los resultados se
representan como
media * desviacién
estandar (n = 3). Le-
tras distintas indican
diferencia significati-
va (P < 0.05).

La actividad antihipertensiva (in vitro) de Alb y Glob, hidrolizados enzimati-
cos y ultrafiltrados obtenidos del cacao se evalué mediante la inhibicién de
la eca (Figura 3). Inicialmente, ambas fracciones proteinicas (sin hidrolizar)
presentaron actividad inhibidora de la eca, mostrando valores de 4.4 % y
18.3 % para Alb y Glob, respectivamente. Asi mismo, la hidrolisis de Alb 'y
Glob con alcalasa, como la separacion por ultrafiltracion de fracciones de
péptidos, resulté en un incremento de la inhibicién de la Eca. Las tasas
més altas de inhibicién de la eca fueron de 36.9 % y 39.8 % obtenidas en los
hidrolizados y ultrafiltrados de Glob.

De igual manera, se observé que las muestras (proteina, hidrolizado y ul-

trafiltrado) provenientes de Glob tienen mayor capacidad de inhibicion



de la Eca con respecto a las muestras provenientes de Alb. Estos resul-
tados indican que la Glob representa una fuente mas propicia de pépti-
dos inhibidores de la eca. En este sentido, los hidrolizados de Alb 'y Glob
pueden estar compuestos de péptidos que presentan en su estructura
aminoacidos hidrofébicos (aromaticos o ramificados) e hidrofilicos, ya que
la alcalasa hidroliza enlaces peptidicos con una amplia especificidad. Sin
embargo, los péptidos con mayor actividad inhibidora de la Eca contienen
principalmente aminoacidos hidrofébicos en su C-terminal [21], [22]. Por lo
anterior, la mayor actividad inhibidora de la eca mostrada por la Glob (y sus
hidrolizados o ultrafiltrados) puede deberse a una mayor presencia de ami-
noacidos hidrofébicos (principalmente alanina, leucina, isoleucina, prolina'y

valina) en comparacién con la fraccion de Alb [23], [24].

Diversos trabajos han reportado que la actividad antihipertensiva in vitro
se debe a la liberacion de péptidos con pm entre 1500 y 3000 Da, ya que estos
son capaces de unirse al sitio activo de la eca (inhibicion competitiva) [21],
[22]. Por otro lado, estudios de acoplamiento molecular han demostrado
que moléculas peptidicas de alto pm son incompatibles con el sitio activo
de la Eca, por lo que su mecanismo se debe a que interactlan con la Eca en
sitios diferentes al sitio activo y logran acoplarse al complejo enzima-sus-
trato (inhibicién no competitiva y/o acompetitiva) [2], [22]. Por lo anterior, en
este trabajo las fracciones de péptidos ultrafiltradas (Pm < 3000 Da) mostraron

mayor inhibicion de la Eca que las proteinas e hidrolizados enzimaticos.

Los porcentajes de inhibicion de la eca que se obtuvieron en los hi-
drolizados de Alb y Glob se encuentran en el rango reportado (10-

60 %) para hidrolizados enzimaticos de otras fuentes vegetales como
cereales [25], pseudocereales [16] y leguminosas [26]. Cabe mencionar que
el objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial antihipertensivo de
hidrolizados enziméticos y de fracciones de péptidos parcialmente purifica-
dos (en base a su pPmM) mediante el proceso de ur, més no la caracterizacion
nipurificacion de los péptidos, ya que desde el punto de vista de produc-
cién y comercializacion, un hidrolizado seria un producto mas factible y

rentable de aplicar a nivel industrial.

De tal manera, los resultados de este trabajo pueden servir como base en
la realizacion de futuros estudios del potencial antihipertensivo de estos
compuestos. En este sentido, posteriormente seria necesario optimizar el
proceso de produccién de los hidrolizados, asi como efectuar estudios uti-

lizando métodos in vivo y determinar el valor icso (concentracion de pép-



tido que se requiere para inhibir el 50% de la actividad de la Eca) [20]. Por
otro lado, si lo que interesa es la aplicacion en la industria farmacéutica,
también serfa necesario llevar a cabo una purificacién mas extensa y la

secuenciacion de las cadenas peptidicas.

Conclusiones

Hasta el momento, y segln nuestras investigaciones, este es el primer es-
tudio que realiza la produccién de hidrolizados enzimaticos de albumina 'y
globulina del grano de cacao variedad forastero con actividad inhibidora
de la Eca. La obtencién de los hidrolizados proporciona valor agregado al
cultivo de cacao de la variedad forastero mediante el aprovechamiento de
sus proteinas (especificamente albumina y globulina). Debido a que los
hidrolizados de proteina poseen la denominacién de sustancia general-
mente reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Ad-
ministracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Fpa), los
hidrolizados de proteina (principalmente de globulina) del grano de cacao
con propiedades antihipertensivas in vitro representarian una alternativa

para prevenir la hipertension arterial.

El presente trabajo puede ser utilizado como referencia para futuras investi-
gaciones enfocadas en la caracterizacién y secuenciacién de los péptidos
presentes en los hidrolizados, asi como en la elucidacién de los mecanismos
de accién sobre la Ecay la optimizacion del proceso de hidrdlisis enzimatica.
Adicionalmente, se requieren estudios in vivo con ratas espontdaneamente
hipertensas (sHr, por sus siglas en inglés) y estudios clinicos para determinar

la estabilidad de la actividad biolégica de estos compuestos.
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Spodoptera frugiperda es considerada una de las principales pla-
gas en la agricultura a nivel mundial. Su microbioma desempenfa
un papel vital para las larvas, ya que la interacciéon de los microor-
ganismos da lugar a funciones relacionadas con la homeostasis del
organismo hospedero: la defensa inmunitaria y la asimilacion de nu-
trientes, entre otras. Sin embargo, la dieta, los plaguicidas, los anti-
bidticos, las condiciones climéticas, el sexo y la edad de las larvas son
variables que interfieren en la composicién de la microbiota larval,
provocando disbiosis. El presente analisis metagendémico de larvas
sanas y muertas con sintomas de infeccion identifico los principales
géneros bacterianos y especies de virus; en cuanto a los géneros
de bacterias predominantes, se registraron Enterococcus spp., con
abundancia relativa del 78.4 % y 100 % en larvas sanas, y de 89.5 % a 100 %
en larvas muertas. También se detecté la presencia de Pseudomonas
sp., con una abundancia relativa del 21.6 % en larvas sanas y 1 % en
larvas muertas. En menor medida se encontré Acetobacter sp., con
una abundancia relativa en larvas muertas del 9.3 %. Por otro lado, las
lecturas correspondientes a virus fueron de 0.004 % en larvas sanas y
1.48 % en muertas; las secuencias de mayor abundancia relativa se

relacionaron con familias de baculovirus y nudivirus.

Palabras clave: biosistemas, diagnéstico molecular, gusano cogol-

lero del maiz, maiz, microbioma.

podoptera frugiperda is one of the main pests in agriculture
Sworldwide. Its microbiome plays a vital role for the larvae, since
the interaction of microorganisms gives rise to functions related to
the homeostasis of the host organism: immune defense and nutrient
assimilation, among others. However, diet, pesticides, antibiotic sup-
ply, climatic conditions, sex and age of the larvae are variables that
interfere in the composition of the larval microbiota, causing dysbiosis.
This metagenomic analysis of healthy and dead larvae with symptoms
of infection found the main bacterial genera and virus species present
in the samples; as for the predominant bacterial genera, Enterococ-
cus spp. were recorded, with relative abundance of 78.4% and 100% in
healthy larvae, and 89.5% to 100% in dead larvae. The presence of Pseu-

domonas sp. was also detected, with a relative abundance of 21.6% in
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healthy larvae and 1% in dead larvae. To a lesser extent, Acetobacter

sp. was found, with a relative abundance in dead larvae of 9.3%. On
the other hand, the readings corresponding to viruses were 0.004% in
healthy larvae and 1.48% in dead larvae; the sequences with the highest

relative abundance were related to baculovirus and nudivirus families.

Keywords: biosystems, molecular diagnostics, corn budworm, corn,

microbiome.

Introduccion

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es una de las plagas mas
perjudiciales a nivel mundial, cuya amplia dispersién y actividad polifaga
presentan una amenaza a la seguridad alimentaria y causando pérdidas eco-
némicas considerables [1]. En consecuencia, resulta indispensable estable-
cer un pie de cria para evaluar los requerimientos nutricionales, los cambios
en el microbioma asociado y la resistencia a insecticidas utilizando pardme-
tros controlados de dieta, humedad, temperatura y fotoperiodos [2]. El pro-
cedimiento comienza con la colecta de larvas de S. frugiperda de algunos
cultivos para que, tras varios ciclos de vida, se pueda disponer de larvas
para utilizarlas en los bioensayos [3-5]. No obstante, existe una gran varie-
dad de microorganismos patdégenos que pueden afectar la supervivencia
de las larvas, formar parte de su microbiota y perdurar a lo largo de varias
generaciones. Actualmente, los mas relevantes son los virus de la familia
baculoviridae y algunas bacterias del género Bacillus, entre las que des-
taca Bacillus thuringiensis debido a su eficiencia como método de control
bioldgico [¢], [7]. En 2021, los anélisis de diversidad bacteriana efectuados
por Higuita Palacio y colaboradores encontraron Bacillus pumilus y

B. subtilis, asi como varias especies de Enterococcus y Klebsiella

dentro del intestino de larvas de S. frugiperda [8]. En un estudio si-

milar, Ugwu y colegas encontraron en 2020 que los filos de bacterias

predominantes fueron Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes con



58.32 %, 35.87 % y 4.02 % de abundancia relativa respectivamente [9]. La inte-
raccion de estas comunidades microbianas con el sistema endocrino larval
interviene en el desarrollo de las larvas y se asocia a numerosas funciones

fisiologicas; entre ellas se listan el procesamiento de nutrientes, la defensa

Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera:
Noctuidae) es una

de las plagas mas
perjudiciales a

nivel mundial, cuya
dispersion y actividad
polifaga amenazan a la
seguridad alimentaria
y econdémica. En el
presente analisis
metagenomico

de larvas sanasy
muertas con sintomas
de infeccion, se
expondran los

contra agentes externos, la degradaciéon de patégenos y la des-

aceleracion de enfermedades causadas por los mismos [10-12].

La microbiota de las larvas de S. frugiperda depende en gran
medida de la edad y el sexo de los especimenes; a pesar de ello,
cambios en los regimenes alimenticios y estilo de vida, la intro-
duccién de plaguicidas y el suministro de antibidticos pueden
provocar una disbiosis al alterar su composicion y funciones [13-15].
Una de las alternativas para comprender la variaciéon composicional
del microbioma y su impacto en los organismos es la metage-
némica [1¢]. La disciplina implementa métodos analiticos para
determinar la abundancia de las comunidades de organismos pre-
sentes en una muestra de manera precisa, rapida y econémica,

sin la necesidad de recurrir al aislamiento [17]. El presente estudio
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principales géneros
bacterianos y especies
de virus. composicion fundamental de patégenos potenciales en larvas

pretende identificar, con ayuda de analisis metagendmicos, la

de S. frugiperda criadas bajo condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

Colecta y reproduccion de Spodoptera frugiperda

Las larvas de S. frugiperda se recolectaron de dos campos de maiz locali-
zados en el municipio de Huimilpan, en el estado de Querétaro: 20° 28730
N, 100°19377 O y 20°3323” N, 100°23"12” O. Los especimenes se pusieron
en confinamiento individual en recipientes plasticos marca Primo del #o, en
condiciones estériles durante 21 dias, y se les suministré la dieta artificial
reportada previamente [18]. Una vez que las larvas alcanzaron la fase pupal,
fueron transferidas a un recipiente plastico de 1 litro durante 9 dias para
facilitar la eclosion de los adultos; las polillas emergidas se introdujeron
en bolsas de papel Kraft para que copularan, posteriormente se extrajeron
las masillas de huevos depositados en las paredes interiores. El material
extraido se traspasé a recipientes plasticos de 0.5 litros, preparados con

la dieta artificial para alimentar a las larvas neonatas hasta que alcanzaran



el segundo instar larval. Las larvas del segundo instar fueron separadas
individualmente en recipientes plasticos marca Primo del #0 para evitar
el canibalismo. Las condiciones de cria fueron controladas mediante una
camara bioclimatica, manteniendo una temperatura de 27 +2 °C, humedad

relativa de 70 £5 % y un fotoperiodo 14:10 (luz:oscuridad).

Extraccion del ADN de las larvas

Para la obtencién del abN, dada la naturaleza exploratoria del analisis y el
nimero limitado de larvas, se definié realizar un muestreo por convenien-
cia. Se homogeneizaron dos larvas vivas y sanas de tercer instar mediante
la trituracion con un mortero de porcelana, posteriormente las particulas se
filtraron por medio de gasas; estas integraron las muestras Ls1 y Ls2 (Larvas
Sanas 1y 2). Asimismo, se repitié el procedimiento para dos larvas necréti-
cas cuyas caracteristicas fisiolégicas denotaban muerte por virus o bacte-
rias entomopatdgenas (M1 y LtM2, Larvas Muertas 1y 2). Las muestras Lm se
conformaron de especimenes de tercer instar reproducidos en laboratorio,
ya que en esta etapa es improbable que la muerte esté asociada a la adap-

tacién al medio.

Para la extraccion del abN de las muestras homogeneizadas se utilizé el kit
Zymosiomics® AN Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, ca). Mientras que el
analisis metagendémico del gabN (aDN gendmico) se efectud mediante la téc-
nica de llumina NGs (secuenciacion de nueva generacion) con el servicio de la
empresa Macrogen. A su vez, el anélisis bioinformatico para el metageno-
ma se llevo a cabo en la plataforma del Centro de Recursos de Bioinforma-
tica Bacteriana y Viral (Bv-Brc) de la Universidad de Chicago [19], y se refin

mediante la herramienta Trim Galore [20].

La diversidad taxonémica en las muestras metagendmicas se determiné en
el instrumento Taxonomic Classification de la plataforma Bv-8rc, con el fin de
identificar la composicion microbiana utilizando la clasificacién Kraken 2 [21].
Dicho sistema consulta bases de datos en busca de coincidencias exactas
de k-mers (subsecuencias de longitud k), en lugar de alineaciones inexac-
tas de secuencias. Posteriormente, las secuencias se clasificaron segun la
base de datos para cada k-mer; por ultimo, se etiquetaron tomando como

guia el conjunto resultante de taxones del ancestro comin mas bajo.



Ficura 1. Principales
especies bacterianas
encontradas en larvas
sanas y larvas muer-
tas. Larva Sana 1 (Ls1),
Larva Sana 2 (Ls2),
Larva Muerta 2 (Lm1),
Larva Muerta 2 (Lm2).

Resultados y discusion

El anélisis metagendmico de las larvas sanas hallé dos géneros distintos
en la muestra Ls1: Enterococcus y Pseudomonas; las especies encontradas
fueron E. casseliflavus, E. flavescens y E. gallinarum, con una abundancia
relativa del 85.5 %; otras especies de Enterococcus mostraron una abundan-
cia del 14.5 %. En la muestra Ls2, se detectd E. casseliflavus, E. flavescens y
E. gallinarum al 72.4 % y E. mundtii con una baja abundancia relativa (¢ %),

ademas de Pseudomonas putida al 21.6 %.

Por otro lado, en las muestras LM1 y LM2 se observd una abundancia relativa
de E. casseliflavus, E. flavescens y E. gallinarum del 20.4 y 100 % respectiva-
mente; en particular, en M1 se encontré E. mundltii al 69.1 %, Acetobacter

persici al 9.3 %y P. putida al 1 % (Figura 1).

De acuerdo con [22], Enterococcus es uno de los géneros bacterianos predo-
minantes dentro del microbioma de los seres vivos y, debido a su inocui-
dad, podria fungir como indicador de la presencia de materia fecal en las
muestras de agua. Asimismo, aunque a menudo se encuentran los géneros
Pseudomonas, Staphylococcus, Enterobacter y Enterococcus en distintas eta-
pas de desarrollo de lepidépteros, ninguna enfermedad en las larvas se ha

asociado a su presencia [23].

Ls1
6o LS2
\

14.5 % ‘

Pseudomonas putida

[ Acetobacter percisi

85.5 % 72.%

Enterococcus (casselifavus,
flavescens y gallinarum)

LM1 LM2

Enterococcus spp

. Enterococcus mundtti

100 %




De modo similar, el andlisis de diversidad bacteriana mediante la técnica
del 165 RNA ejecutado en [24] detectdé mayormente organismos del género
Enterococcus y, en menor medida, algunas especies de Pseudomonas. [8]
estudié el cambio composicional del microbioma intestinal de larvas de S.
frugiperda en funcién de la temporada de recoleccién; el género bacteriano
principal fue Enterococcus, con una abundancia relativa entre 85y 90 %. En
el mismo sentido, en [9] se hallé que el microbioma de larvas de S. frugiper-
da recolectadas en maizales abunda en el género Klebsiella, seguido por
Enterococcus, Acinetobacter, Enterobacter y Myroides; adicionalmente se

midieron rastros menores a 1 % correspondientes al género Pseudomonas.

Durante el analisis metagendmico se apreciaron varias familias de virus; con-
cretamente, en las larvas muertas se alcanzé un porcentaje del 1.48 % mientras
que en las sanas alcanzé apenas el 0.004 %. Las lecturas en Lm1 y Lm2 co-
rresponden a fragmentos de S. frugiperda nucleopoliedrovirus (77 % abun-
dancia relativa), Catopsilia Pomona nucleopoliedrovirus y de Hemileuca
sp. nucleopoliedrovirus (0.7 % cada una). La familia Baculoviridae esta con-
formada por virus circulares de doble cadena de 80 a 180 kilobases; estos
patogenos infectan larvas de algunos lepidépteros de importancia agricola

[25]. [2¢] divide a esta familia en cuatro géneros:

— Alfabaculovirus: nucleopoliedrovirus que infectan principalmente a

lepidopteros.
— Betabaculovirus: granulovirus que infectan lepidépteros.
— Gammabaculovirus: nucleopoliedrovirus que infectan himendpteros.
— Deltabaculovirus: nucleopoliedrovirus que infectan dipteros.

Debido a su alta especificidad e inocuidad para el ambiente y la salud hu-
mana, [27] afirman que los baculovirus representan una excelente alterna-
tiva al uso de insecticidas quimico-sintéticos; ademas, registraron lecturas
del virus del enrollamiento foliar del tomate de Laos, asi como del nudivirus
Heliothis zea con abundancia relativa del 0.5 %. Por su parte, [28] clasifica los
iridovirus, densovirus y nudivirus dentro de los virus de ADN que aquejan a

distintas especies de lepidopteros.

Dentro de los virus aprovechables como método de control biolégico des-
taca el Oryctes rhinoceros nudivirus (Ornv), que se implementa para el
control del escarabajo rinoceronte [29], [30]. En la Figura 2, se grafica la abun-

dancia relativa de fragmentos virales descubiertos en larvas muertas.



FIGURrA 2. Principales
especies de virus
encontrados en

larvas muertas.

[l Spodoptera frugiderpa
nucleopoliedrovirus

[l Catopsilia pomona <1%
nucleopoliedrovirus <1%

. Hemileuca sp.
nucleopoliedrovirus

1%
[l Virus del enrollamiento de
las hojas del tomate de Laos

Heliothis zea nudivirus

Fragmentos de microvirus y fagos

En contraste, en las larvas sanas la abundancia relativa de secuencias rela-
cionadas a Adoxophyes orana nucleopoliedrovirus, Spodoptera littoralis
nucleopoliedrovirus, Clostera anachoreta granulovirus y Tipula oleracea nu-
divirus resulté baja. El resto de las lecturas atafie fragmentos de micovirus
y fagos con una abundancia relativa del 20.6 % en larvas muertas y 85 % en
sanas. Tras examinar el transcriptoma y metagenoma de larvas de S. frugiper-
day S. litura, [31] encontraron que los géneros dominantes en las muestras

fueron Enterococcus, Alphabaculovirus y Corynebacterium.

Conclusiones

El anélisis metagenémico desarrollado en este trabajo mostré que, en con-
diciones de laboratorio, los géneros bacterianos predominantes en larvas
sanas y muertas de S. frugiperda fueron Enterococcusy, en menor medida,
Pseudomonas y Acinetobacter. Por otro lado, la presencia de baculovirus
con mayor abundancia en larvas muertas sugiere una relacién con el feno-
tipo necrético; empero, es necesario llevar a cabo el aislamiento y ensayos
de infecciéon para comprobar o desmentir esa propuesta. Finalmente, el
diagnéstico molecular para la deteccién de patégenos potenciales duran-
te la crianza de S. frugiperda es valioso y puede adoptarse como modelo

de estudio para evaluar los efectos en su desarrollo.
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