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PRESENTACION

Desde la Primera Reunion Nacional de Biotecnologia, llevada a cabo en 1992,
el desarrollo de esta disciplina en el pais ha mostrado importantes avances, l0s mismos
gue se ha podido apreciar nitidamente en esta VIl Reunion Nacional de Biotecnologia.

El aglutinar diferentes areas en una misma Reunion, como es el caso de microbiologia
industrial, microbiologia agricola, biologia molecular y cultivo de tejidos vegetales ha
evidenciado la contribucion significativa de cada una de ellas al desarrollo del pais,
siendo la casi totalidad de las investigaciones, realizadas en las Universidades del
Sistema Universitario Boliviano, asi como por los principales centros de investigacion
nacionales como es el caso de la Fundacién PROINPA y el Centro Pairumani y colegas de
la regién, aglutinados en REDBIO-Bolivia.

La valiosa participacion de destacados investigadores amigos, que trabajan o son
provenientes de Colombia, Dinamarca, Bélgica, México, Uruguay y Peru ha realzado muy
significativamente esta VII Reunién Nacional

Asimismo, la sinergia entre colegas que, agrupados en REDBIO desde sus inicios ha
permitido, una vez mas, generar este tipo de reuniones que en esta oportunidad ha
contribuido a intercambiar opiniones entre mas de setenta participantes.

El Colegio de ingenieros Agrénomos y Profesionales en Ciencias Agropecuarias de
Bolivia, filial Cochabamba ha jugado un rol catalizador para lograr este evento, en clara
sinergia con las universidades y los componentes de REDBIO.

Es importante también valorar el rol de entidades como AVICENA y Bioscience, quienes,
ademas de apoyar a la investigacion en estas areas, ha contribuido e impulsado esta
experiencia, misma que ha tenido una particular calidad profesional con el valioso apoyo
de ACADEPEC.

Como testimonio de estas preciosas 48 horas dedicadas a la Biotecnologia en Bolivia
gueda esta Memoria institucional.
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Micropropagacion de Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) a partir de
segmentos nodales en medio de cultivo liquido

Rocio del Carmen Viraca, José Aguirre, Gladys Gerénimo, Marcelo Flores
rocio.viraca.r@gamil.com

Resumen

La Stevia (S. rebaudiana Bertoni), contienen estevidsido y rebaudiosido, tiene polinizacidon cruzada que
ocasiona una variacién del contenido de glucdsidos. Objetivo: desarrollar protocolo de micropropagacion
para las etapas de establecimiento y multiplicacion a partir de segmentos nodales y determinar costos de
produccion. Se evalud: tiempo de desinfeccion de los explantes (5, 10 y 15 minutos en hipoclorito de
sodio al 1.2%), concentracion de macronutrientes de las sales de Murashigue y Skoog (30%, 50% y
70%), tipo de citoquinina (Kinetina y Benzylaminopurina) a tres concentraciones (6 uM, 8 uyM y 10 uM);
variables de respuesta: numero de explantes con brote y sin brote; nimero de segmentos nodales por
explante. Variable de respuesta: nUmero de segmentos nodales, por nimero de repigue. Resultado:
Exposicién en hipoclorito de sodio por cinco minutos y concentracién de macronutrientes al 30% y 6 uM
de Kinetina; con un costo de bolivianos 2.28 por vitroplanta.

Palabras clave: Protocolo; Vitroplanta; Macronutrientes; Citoquinina

INTRODUCCION genética, acompafiada de una baja tasa de
germinacion.

La Stevia (S. rebaudiana Bertonii), es una
planta originaria del Paraguay, sus hojas
poseen un sabor dulce debido a la presencia
de glucésidos como el esteviosido y el
rebaudiésido; éste ultimo, 180 a 400 veces
mas dulce que el azicar (Bourlakis y
Weightman 2006). China, Paraguay y Brasil se
constituyen como los principales paises
productores de este cultivo, debido a sus
multiples usos, entre los cuales su uso en
salud es el mas importante al no aportar
calorias al organismo y puede ser tomado
como alternativa para pacientes diabéticos o
con hipoglucemia (Tigrero y Landazuri 2009).
Dentro de los paises con una reciente
incursién en este cultivo se encuentra Bolivia,
debido a que segun la Camara Boliviana de la

En su mayoria las investigaciones expresan
gue la reproduccién asexual, a través del
cultivo de tejidos con sus variadas técnicas,
resulta ser una alternativa viable para la
obtencion de un material uniforme, en gran
cantidad y en poco tiempo. Con esa finalidad,
la presente investigacion pretende efectuar la
multiplicacion de S. rebaudiana B., en
condiciones in vitro, mediante el cultivo de
segmentos nodales, probando concentracién
de macronutrientes y tipos de citoquininas a
diferentes dosis y en un medio de cultivo
liquido para su posterior produccién masiva.
Por tanto, el trabajo de investigacion tiene los
siguientes objetivos:

Stevia — CASTEBOL. hasta el afio 2016 se e Evaluar tiempos de desinfeccion de los
contaba con una superficie de 300 hectareas explantes en Hipoclorito de Sodio en la
cultivadas. fase de establecimiento.

e Determinar el nivel O6ptimo de
concentracion de macronutrientes del
medio basal M&S para la fase de
establecimiento y multiplicacion.

Desafortunadamente la propagacion de S
rebaudiana por semilla, es una limitante para
este cultivo, debido a su alta variabilidad
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e Comparar el efecto entre dos tipos de
citoquininas: N6 Benzylaminopurina
(BAP) y Quinetina (KIN), en la fase de
establecimiento y multiplicacion.

e Evaluar el nivel de N6
Benzylaminopurina (BAP) y Quinetina
(Kin), que promuevan una mejor
proliferacibn de nudos durante la fase
de multiplicacion.

e Determinar los costos de produccion de
las vitroplantas de S. rebaudiana.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Agricolas y Pecuarias de la
Universidad Mayor de San Simon. Ubicada en
el departamento de Cochabamba, Provincia
Cercado, zona la Tamborada Km 5.5 de la
avenida Petrolera. El material vegetal utilizado
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fue adquirido a través de una compra que se
hizo a la empresa Tierra Dulce S.R.L.

En la etapa de establecimiento se evalud el
tiempo de desinfeccion al cual los explantes
estuvieron sumergidos 5, 10 y 15 minutos en
hipoclorito de sodio al 1.2% de concentracion,
posteriormente se sembraron los explantes en
medios de cultivo enriquecidos con una
concentracion de macronutrientes de las sales
de Murashigue y Skoog

(MS) al 30%, 50% y 70% y el tipo de
citoquinina (Kinetina y Benzylaminopurina) a
tres concentraciones (6 uyM, 8 pM y 10 uM),
distribuidos en forma de tratamientos,
obteniéndose asi un total de 18 tratamientos
estructurados con 10 repeticiones por
tratamiento como se indica en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Estructura de los tratamientos evaluados en la etapa de Establecimiento de S.

rebaudiana.
Macronutrientes (M1) 30%
Tipo de citoquinina BAP Kin
Concentracion de
citoquinina 6 UM 8 uM 10 pM 6 UM 8 uM 10 pM
Tratamiento 30BAP6 | 30BAPE |30BAP10| 30Kiné6 30Kin 8 30 Kin 10
Macronutrientes (M1) 50%
Tipo de citoquinina BAP Kin
Concentracion de
citoquinina 6 UM 8 uM 10 pM 6 UM 8 uM 10 pM
Tratamiento S0BAP6 | SOBAPE |S0BAP10| 50Kin6 S0Kin 8 50 Kin 10
Macronutrientes (M1) 70%
Tipo de citoquinina BAP Kin
Concentracion de
citoquinina 6 uM 8 uM 10 uM 6 uM 8 uM 10 puh
Tratamiento 7J0BAP6 | 70BAPS8 [70BAP 10| 70Kin6 70 Kin 8 70 Kin 10

Para su evaluacion se utilizd un disefio
experimental completamente aleatorio (DCA).
Las variables de respuesta en esta etapa
fueron: la cantidad de unidades
experimentales que tuvieron brote y el nUmero
de segmentos nodales alcanzados en un lapso
de tiempo. Previa a la etapa de Multiplicacion
se llevdo a cabo una seleccion de los

tratamientos que obtuvieron cuatro o mas
segmentos nodales por unidad experimental.

En la etapa de multiplicacion la variable de
respuesta utilizada fue: la cantidad de
segmentos nodales obtenidos por tratamiento
y numero de repique. Como actividad
complementaria se desarrollaron las etapas de
Enraizamiento y Aclimatacion de las vitro
plantas.
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Los costos de produccibn se definieron
mediante los siguientes elementos: materia
prima, mano de obra y gastos indirectos. Para
este analisis se elabor6 una lista de los
equipos que se utilizaron para las etapas de
establecimiento y multiplicacion; se hizo una
averiguacion en cuanto a precios actuales de
los equipos y su tipo de depreciacion. En este
caso también se hizo un prorrateo de un
porcentaje de dedicacion del equipo.

El costo unitario se obtuvo a partir de la suma
de materia prima, mano de obra y gastos
indirectos, los cuales se tomaron en cuenta en
base a los tratamientos que mejores
resultados habian reportado. Y de acuerdo a
la cantidad de plantulas in vitro requeridas se
hizo un célculo matematico para poder obtener
un resultado aproximado en cuanto al
costo/plantula in vitro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa de establecimiento: el siguiente analisis
de varianza (Cuadro 2), se evalu6 con los
datos obtenidos hasta el dia 14, a partir del dia
de siembra de los explantes, el cual nos indica
gue el numero de explantes con brote y sin
brote, tuvieron una respuesta diferente con
respecto a los tiempos de desinfeccién (Pr=
0,0069).

Cuadro 2. Anédlisis de varianza para el numero de

explantes con brotey sin brote de S. rebaudiana.
Fuer_lte_s,de Gr_ados de X2 Pr> X2
variacion libertad

Tiempo de

desinfeccié 2 9,96 0,0069

n

Concentrac

ionde 2 50,25 <,0001

macronutri

en-tes

Tipo de 1 1,47 0,2250

citoquinina

Nivel de 2 2,28 0,3203

citoquinina

Donde los explantes sumergidos por el lapso
de 5 minutos en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1,2% (i.a.) obtuvieron mayor nimero
de explantes con brote, tomando en cuenta
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gue los explantes sometidos a 15 minutos
tuvieron una pérdida de mas de la mitad de los
explantes por necrosis, oxidacion y hongos. De
la misma manera en una evaluacion realizada
por Rivilla et al. (2016), se observé que, si bien
la inmersion de los explantes de S. rebaudiana
en hipoclorito de sodio al 2% durante 10
minutos disminuyd los porcentajes de
contaminaciébn  microbiana con  valores
cercanos al 13%, cuando se consideré la
supervivencia de los explantes se observé que
esta también disminuy6 hasta valores de 10%.

En cuanto al efecto de concentracion de
macronutrientes, el andlisis de varianza del
cuadro 2, también demuestra que el namero
de explantes con brote y sin brote, fueron
diferentes para cada uno de los niveles de
concentracion de macronutrientes (Pr<,0001).
Donde se obtuvo 21 explantes con brotes, a
una concentracion de 30% de macronutrientes
seguidos de 14 y 10 explantes con brotes, a
una concentracion de 50% y 70% de
macronutrientes, respectivamente.

Un resultado similar al obtenido, se muestra en
el andlisis de la investigacién hecha por Uribe
et al. (2008) sobre Berberidopsis corallina,
haciendo la dilucion de los medios de cultivo,
lo cual le permiti6 disminuir la pérdida de
explantes por necrosis de los tejidos, ya que el
medio M&S tiene un alto contenido de
nitrégeno, con respecto a los macronutrientes,
en consecuencia, la supervivencia de los
explantes también podrian estar afectadas por
la concentracion salina de los medios de
cultivo.

Previa a la fase de multiplicacion se procedio a
seleccionar los tratamientos que obtuvieron un
mayor numero de segmentos nodales por
unidad experimental, tomando en cuenta como
“‘bueno” a partir de cuatro segmentos nodales.
Para el caso se hizo un andlisis de varianza, el
cual mostré una influencia en la concentracion
de macronutrientes (Pr<,0001) y nivel de
citoquinina  (Pr=0.0052), respecto a |la
obtencion de nimero de segmentos nodales
obtenidos.
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En cuanto al efecto de la concentracion de
macronutrientes las unidades experimentales
(UE) que obtuvieron un namero de segmentos
nodales iguales 0 mayores a cuatro, fueron los
tratamientos que tuvieron el 30% de
concentracion de macronutrientes, pudiendo
deberse esta respuesta al estado nutricional
de la planta madre donadora.

Para el efecto de niveles de concentracion de
citoquinina, se obtuvo que los tratamientos con
un nivel de concentracién de 6 uyM de ambas
citoquininas (BAP y Kin), lograron obtener 17
unidades experimentales con cuatro 0 mas
segmentos nodales, frente a los tratamientos
de 8 yM y 10 yM de citoquinina, los cuales
llegaron a obtener entre 11 y 8 unidades
experimentales, respectivamente. Delvalle
(2001), indica que, en cuanto al efecto del tipo
y concentracion de las citoquininas, sus
mejores resultados para obtener mayor
tamafio de brote por explante se logré con 6
MM de Kin, aunque estadisticamente no obtuvo
una diferencia significativa con 4 uM de Kin.

Los tratamientos seleccionados con cuatro o
més segmentos nodales fueron: T3 (10 uM
BAP y 30% M1), T4 (6 uM Kin'y 30% M1), T7
(6 M BAP y 50% M1), T2 (8 uM BAP y 30%
M1, respectivamente.

Etapa de Multiplicacién: el andlisis de
varianza indica que el nUmero de segmentos
nodales obtenidos fue diferente en cada uno
de los repiques (Pr <,0001). La Figura 1, indica
gue el segundo repique fue el que alcanz6
mayor numero de segmentos nodales,
tomando en cuenta los cuatro tratamientos
elegidos en la fase de seleccion, pero a la vez
se puede observar que en el tercer repique el
namero de segmentos nodales por tratamiento
va disminuyendo, lo que indica que un cuarto o
quinto repique solo representaria pérdidas
para el laboratorio ya que la cantidad de
segmentos nodales va disminuyendo,
pudiendo deberse al desgaste de tejido
vegetal. Al respecto Sanchez et al., citados por

Gambarte  (2015), menciona que la
disminucion en la produccion hormonal
enddgena de las plantas in vitro, esta
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fuertemente relacionada con el numero de
ciclos que se realiza en dichos explantes.
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Figura 1. Promedio de unidades

experimentales (UE) con cuatro 0 mas
segmentos nodales de S. rebaudiana, por
namero de repique.

Costo de produccion: los costos de produccion
de una plantula in vitro de S. rebaudiana se
realizaron en base a los tratamientos que
obtuvieron mayor numero de unidades
experimentales con cuatro o mas segmentos
nodales, en este caso fueron: T4 (6uM Kin y
30% M1) yT2 (8 uM BAP y 30% M1).

Estos costos varian en cuanto al volumen
producido los cuales como indica Medina
(2006), entre el 88 y 90% corresponden a
costos del personal técnico, siendo el mas
importante y el que determina en gran manera
el costo total de la produccién. En este caso
cada plantula llega a costar entre Bs. 2,30 a
Bs. 3, 90 dependiendo de la cantidad que se
vaya a producir.

CONCLUSIONES

En la etapa de establecimiento, los explantes
sometidos a una soluciébn de hipoclorito de
sodio al 1.2 % durante 5 minutos lograron
obtener mayor niumero de explantes viables.
En la etapa de multiplicacion: el T4 que
contenia 30% de macronutrientes y 1.29 mg/L
de Kinetina (6 uM KIN), seguida del T2 con
30% de macronutrientes y 1.80 mg/L de BAP
(8 UM BAP) obtuvieron unidades
experimentales con cuatro o mas segmentos
nodales, en los tres sub cultivos.
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El célculo del costo de produccién de una
plantula in vitro de S. rebaudia con datos del
T4 y T2 son de Bs. 3,91 cuando se producen
3000 plantulas y de Bs. 2,28, cuando se
producen 6000 plantulas; en caso de una
produccion mayor el costo por plantula in vitro
se va reduciendo.
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Micropropagacion y aclimatacion de Schoenoplectus californicus
“totora”’destinados a estudios de repoblamiento en el lago Titicaca
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Resumen

La Schoenoplectus californicus tiene importancia ambiental, econémica y cultural; sin embargo,
actualmente los totorales son vulnerables. El objetivo fue desarrollar y evaluar un protocolo de
micropropagacion como alternativa para el repoblamiento. Se colectaron semillas evaluando su viabilidad
con tetrazolio (0.5%). La desinfeccién fue realizada con alcohol (70%), NaClO (2%) y Benomyl (0,2%). El
establecimiento fue en medio de cultivo Murashige & Skoog (50%) con leche de coco (50 ml/l) y
Preservative plant mixture PPM (0,5 ml/l). En la multiplicacion y enraizamiento se empleé
bencilaminopurina BAP (1mg/l). Para la aclimatacion se utiliz6 solucion nutritiva FAO (50%). Los
resultados muestran que la viabilidad de semillas varia desde 2% hasta 59%. Se obtuvo un porcentaje de
germinacién maximo de 32%. El tratamiento de multiplicacion y enraizamiento (1mg/l BAP) generé mayor
numero de brotes como de raices. En la aclimatacién la solucion nutritiva FAO al 50%permiti6 mayor

crecimiento y sobrevivencia de plantines.

Palabras clave:
micropropagacion

Schoenoplectus

INTRODUCCION

La totora (Schoenoplectus californicus) es una
planta acudatica superior cuya agrupacion
forma totorales a orillas del Lago Titicaca, sin
embargo, las poblaciones de totora se han
visto notablemente reducidas en los ultimos 25
afios por causas ambientales, problemas de
reproducciéon propias de la especie y por
motivos antropicos como la contaminacion vy
sobreexplotacion del recurso natural (ADESU,
2001).

La totora tiene innumerables beneficios, entre

ellos sirve de materia prima para la
construccion de Dbalsas, viviendas vy
elaboracibn de artesanias, asi mismo,

constituye una fuente de alimentacion y
medicina para los pobladores; por otra parte,
es fuente de forraje para el ganado, y cortada
y enterrada forma abono. En el medio
ambiente juega un rol importante debido a que

californicus,

Bencilaminopurina, &cido naftalenacético,

sirve de alojamiento de muchas especies de
animales, insectos y otras plantas, por
ejemplo, los peces usan los tallos para el
desove, y cuando nacen las crias (ovas), estas
se protegen entre las totoras para no ser
comidas. En el caso de aves, los tallos sirven
para que hagan sus nidos, puedan
reproducirse y protegerse. Asi mismo, sirve
para proteger el suelo de las orillas de la
erosion que causan las olas (ADESU, 2001,
Leviel & Orlove, 1988; Collot et al. 1983). Otro
papel fundamental de la totora es purificar
aguas contaminadas, ya que absorben la
materia organica compuesta por fosforo y
nitrégeno, principales elementos de las aguas
servidas.

Debido a estos antecedentes, se hace
necesaria la implementacion de iniciativas que
promuevan la recuperacion de las poblaciones
de esta especie en el Lago Titicaca y el
desarrollo de programas de repoblamiento a
objeto de recuperar un recurso importante que



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

sustenta de materia prima a comunidades
humanas asentadas en torno a sus
poblaciones. En este sentido, nace la idea de
aplicar la técnica de cultivo de tejidos
vegetales ya que representa una herramienta
biotecnoldgica eficaz para la propagacion
masiva de la especie, que con la técnica
adecuada se pueden obtener miles de
plantines aclimatados a condiciones de
invernadero de una manera sostenida, los
cuales podran ser utilizados en estudios para
implementar nuevas superficies de totorales en
sectores afectados, de esta manera coadyuvar
a la conservacion de las poblaciones
naturales.

Por las razones anteriormente expuestas, asi
como para reducir la presion extractiva que
tienen las poblaciones naturales y apoyar de
esta manera la conservacion de las
poblaciones de totora y del Lago Titicaca en
general, la presente investigacion pretendio
promover la produccién masiva de plantines de
esta especie (S. californicus) mediante el
desarrollo de un protocolo de
micropropagacién como base para estudios de
repoblamiento y fitorremediacion de la especie
en el Lago Titicaca.

METODOS

Se realiz6 la colecta de semillas procedente de
7 diferentes zonas (Cota Cota, Puerto Pérez,
Huatajata, Tiquina, Achocalla, Suriqui y Pariti)
del departamento de La Paz, con las cuales
inicialmente se realizaron pruebas de
viabilidad con tetrazolio al 0.5%.

Para la etapa de desinfeccién de semillas se
empled dos tratamientos (T1: alcohol al 70%,
NaClO al 2% y T2: alcohol al 70%, NaClO al
2%, Benomyl al 0,2%).

Para el establecimiento y germinacion se
realizé dos tratamientos T1: medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962) al 50% y T2: medio
de cultivo Murashige & Skoog (1962) al 50%,
con presencia de leche de coco (50 ml/l) y
PPM Plant Preservation Mixture (0,5 ml/l).
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Para la etapa de multiplicacion vy
enraizamiento, se emplearon tres tratamientos
con los reguladores de  crecimiento
bencilaminopurina BAP y acido naftalenacético
ANA (Img/l BAP; 2,5 mg/l ANA y 2.5mg/l
ANA+1mg/l BAP).

Para la etapa de aclimatacion, se realizaron
dos pruebas, inicialmente se emplearon tres
tratamientos (sustrato y riego con agua,
sustrato y riego con solucion nutritiva FAO y
cultivo en hidroponia con solucién nutritiva
FAO) y posteriormente se evaluaron dos
tratamientos correspondientes al riego con
solucién nutritiva FAO al 50% y 100%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de viabilidad de semillas y
establecimiento in vitro, los porcentajes de
viabilidad obtenidos fueron variables segun la
procedencia de las semillas (Tabla 1), desde
2% (Huatajata) a 59% (Isla Suriqui). Las zonas
con menor intervencién presentan mayor
porcentaje de viabilidad, los frutos provienen
de totorales mas densos y mas alejados de la
orilla y de zonas urbanizadas.

Tabla 1. Porcentajes de viabilidad de semillas de
Totora

Zona Cdédigo | Porcentaje de Viabilidad

Cota Cota C.C.b 19
Cota Cota C.C.a 4
Puerto Pérez P.P. 10
Huatajata H 20
Tiquina T 20
Achocalla A 17
Suriqui S1 59
Suriqui S2 26
Pariti P1 44
Pariti P2 22
Huatajata H1 2

En la etapa de desinfeccion, los dos

tratamientos mostraron diferencias

significativas en los porcentajes promedios de
contaminacién, a favor del tratamiento 1 (sin
benomyl), a pesar de esto, fue utilizado el
tratamiento 2 ya que se observd que la
principal fuente de contaminacion fue fungica
en relacidon a la bacteriana, de esta manera se
selecciond el tratamiento 2 con benomyl.
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Figura 1. Porcentajes promedios de
germinacion en funcién al tratamiento, de la
prueba de germinacibn in vitro, con
informaciéon  estadistica de  ANOVA**=

diferencias altamente significativas.

En la etapa de establecimiento y germinacion
de semillas, se observd mayor porcentaje de
germinacion en el tratamiento 2
(MS+LC+PPM), obteniéndose un maximo de
32% (Fig. 1). La presencia de leche de coco
generd mayor respuesta germinativa y debido
a la adicion de PPM fue menor el porcentaje
de contaminacién por ser este un germicida de
amplio espectro, el cual también evita la
contaminacién procedente de vitropatégenos
enddgenos de la semilla.

Para la etapa de multiplicacion vy
enraizamiento, los resultados mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos.
El tratamiento 1 que corresponde a la menor
concentracion de BAP produce tanto mayor
namero de brotes como de raices, por lo que
este tratamiento es bueno tanto para la
multiplicaciébn como para el enraizamiento in
vitro de la especie (Fig. 2).
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Figura 2. Comparacion del incremento del
namero de raices y brotes entre los
tratamientos de prueba de enraizamiento in
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vitro, con informacion estadistica de la prueba
de Duncan con a= 0.05. Letras similares
estadisticamente no son diferentes.

Para la etapa de aclimatacion, en la primera
prueba se observaron resultados de
sobrevivencia del 67% de los plantines en el
tratamiento 1, como se observa en la Figura 3
la sobrevivencia en el tiempo fue declinando
drasticamente.
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Figura 3. Porcentajes de sobrevivencia de
vitroplantas aclimatadas durante los periodos
de evaluacion hasta los 28 dias. Tratamiento
1: Sustrato y riego con agua, Tratamiento 2:
Sustrato y riego nutritivo y Tratamiento 3:
Cultivo en hidroponia

En el caso de la segunda prueba de
aclimatacion, el desarrollo de las vitroplantas
en ambos tratamientos fue similar, se vio
reducida en el segundo mes debido al
desecamiento de apices de los brotes. La
sobrevivencia de las plantulas fue mayor a una
concentracion del 50% de solucién nutritiva
FAO (Fig. 4). El obtener una mejor respuesta
en el crecimiento de los plantines, en el
tratamiento con menor concentracion de
nutrientes puede deberse a que una alta
concentracion de sales en la solucién (solucion
al 100%) podria generar la acumulacién de
estos nutrientes en los tejidos y reducir la
adecuada absorcion de agua, por lo que se
produce una mayor desecacidbn en las
vitroplantas en relacién a la solucion nutritiva al
50%.
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Figura 4. Porcentaje de sobrevivencia de
plantines en condiciones de invernadero.

De esta forma, los resultados obtenidos
demuestran la presencia de diferencias
significativa para el incremento en la longitud
total de las vitroplantas, al cabo de 60 dias

(Fig. 5).
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Figura 5. Desarrollo de vitroplantas
aclimatadas a condiciones de invernadero.

CONCLUSIONES

e El porcentaje de viabilidad de las
semillas es variable segun la zona de
colecta, obteniendo un porcentaje
mayor a 50% en la Isla Suriqui, seguido
de laisla Pariti (44%)

e Se determiné el tratamiento de
desinfeccion 2 (Alcohol al 70% durante
1 minuto, benomyl al 0,2% durante 10
minutos, hipoclorito de sodio al 2%
durante 15 minutos), para establecer
semillas de totora en condiciones in
vitro, lo que permite una reduccién de
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la contaminacién flngica por la
aplicacion del antifungico benomyl.

e Se obtuvo un porcentaje mayor de
germinacion en semillas introducidas a
condiciones in vitro en medio MS/2
suplementado con 50 ml/l de Leche de
Coco y en presencia de 0,5 ml/l de
PPM para reducir el porcentaje de
contaminacion.

e EI tratamiento con 1 mg/l de BAP
permite simultaneamente multiplicacion
de los brotes y rizogénesis, lo que
genera vitroplantas aptas para su
aclimatacion.

e Una concentracion del 50% de la
soluciéon nutritiva FAO (Marulanda &
Izquierdo, 2003) permiti6 un mayor
crecimiento de los plantines
aclimatados, ademas de una mayor
sobrevivencia.
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Resumen

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie originaria de América, con alta importancia econémica.
En Bolivia, el cacao nativo se encuentra distribuido en varias poblaciones cultivadas y naturales, siendo la
region del Norte de La Paz, el lugar de mayor produccion. La presente investigacion, pretendié desarrollar
un protocolo de induccién a embriogénesis somatica de cacao nativo a partir de callos utilizando como
material inicial explantes florales. Los explantes florales utilizados fueron estaminodios y pétalos de
plantas provenientes de diferentes poblaciones, constituyendo diferentes genotipos que fueron
sembrados en diferentes medios de cultivo tanto para la induccién de callos como la de embriones
somaticos. Se identific6 como el explante de mejor respuesta a los estaminodios. La respuesta
callogénica como embriogénica fue variable, mostrando respuesta estadistica entre las interaciones de
los medios de cultivo con los genotipos, evidenciando mayor respuesta en el medio Li (1998), asi como
genotipos que solo reaccionaron en otros medios, genotipos que reaccionaron independientemente al

medio de cultivo y genotipos que no mostraron repuesta.

Palabras claves:
sacarosa

Theobroma cacao,

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.), es una de las
especies mas importantes de los bosques
himedos tropicales ya que presenta una
significativa importancia comercial a nivel
mundial (Schnell et al., 2005). Su valor radica
en las semillas que son utilizadas ampliamente
en las industrias alimentaria, farmacéutica y
cosmeética. Esta industria genera divisas por
unos 73.000 millones de doélares (Ploetz, 2007)
y de ella dependen unos 60.000 empleos en
todo el mundo (Lanaud et al., 2009).

En Bolivia el cacao se encuentra en
poblaciones cultivadas y naturales en los
Departamentos de La Paz, Beni, Pando, Santa
Cruz y Cochabamba, siendo la region del Alto
Beni ubicada en el Norte del Departamento de
La Paz el lugar de mayor produccién nacional.

callogénesis,

embriogénesis somatica, estaminodios,

En las tierras bajas y yungas del norte pacefio,
este cultivo ha venido subsistiendo hasta el
presente gracias al manejo tradicional por
parte de agricultores; conservando de esta
manera un importante acervo genético con
amplio potencial para su adaptacion.

El manejo de esta diversidad genética, puede
reducir significativamente la vulnerabilidad de
los cultivos a los efectos del cambio climatico,
ya que provee a los mismos una mayor
diversidad de alternativas de respuestas
adaptativas ante modificaciones del ambiente
(sequias, nuevas enfermedades, etc.),
evidenciando la necesidad de realizar
proyectos de investigacion que apoyen al
estudio y conservacién del cacao nativo en
nuestro pais. Es asi que, en la presente
investigacion se identificaron poblaciones de
cacao nativo en el Norte Pacefio Tropical para
contar con material vegetal con alta diversidad

10
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genética y utilizarlo para identificar su
respuesta en el establecimiento in vitro,
induccién a la formacion de callos y embriones
somaticos.

METODOS

Dentro del éarea de estudio (Norte del
Departamento de La Paz) se seleccionaron
botones florales de arboles de cacao nativo
que mostraron mayor rendimiento, tomandose
los respectivos datos de pasaporte vy
elaborandose con ellos una base de datos.

Después de realizar pruebas preliminares de
desinfeccién, se determiné el protocolo de
desinfeccion de botones florales de la
siguiente manera: grupos de 6 a 10 botones
florales se colocaron en sobres de gasa y
fueron sumergidos inicialmente en alcohol al
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70 % por 1 minuto. Posteriormente en
Hipoclorito de Sodio al 1% (con 2 gotas de
detergente), por 20 minutos (el porcentaje de
hipoclorito puede elevarse a 2% dependiendo
del estado de las flores y el tiempo que
trascurri6 desde la colecta). Finalmente en la
cabina de flujo laminar se realizé 3 enjuagues
en agua destilada estéril.

Para el establecimiento in vitro de material
vegetal se seleccionaron dos tipos de tejidos
florares: estaminodios y pétalos, los cuales
fueron sembrados en diferentes medios de
cultivo como se observa en la Tabla 1. Asi
mismo, en esta y las posteriores etapas se
evaluo la variable genotipo en funcion a su
origen. Los cultivos fueron mantenidos en
oscuridad durante 4 semanas, realizando
evaluaciones peridédicas de sobrevivencia y
contaminacion.

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo de los diferentes tratamientos de induccién a callogénesis.

Li PCG DL-IC NT-1
Sales DKW DKW DKW
Vitaminas Glicina 2 mg/l Glicina 2 mg/l L-Lisina 0,460 mg/I

Glutamina 250 mg/l
Niacina 1 mg/l
Tiamina 1mg/|

Mio-inositol 1mg/l

Glutamina 250 mg/l
Niacina 1 mg/l
Tiamina 1mg/|

Mio-inositol 1mg/l

L-Leucina 0,330 mg/l

L-Arginina 0,440 mg/l

L-triptéfano 0,510 mg/l
Glicina 0,190 mgl/l

Fuente de carbono Glucosa 20 g/l

Sacarosa 80 g/l Glucosa 30 g/l

Reguladores de
Crecimiento

Thidiazuron 5 ug/l
2 mg/l de 2,4-D

Thidiazuron 5 ug/l
4 mg/l de 2,4-D

Kinetina 0,25 mg/Il
1 mg/l de 2,4-D

En relacion al desarrollo de callos in vitro, los tejidos fueron transferidos a diferentes medios de cultivo
correspondiendo a los tratamientos que se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién de los medios de cultivo para crecimiento de callos

Li SCG DL-SCG NT-2
Sales WPM WPM Macronutrientes MS
Micronutrientes DKW
Vitaminas Niacina 1 mg/l Glicina 2 mg/l Vitaminas DKW:

Tiamina 10 mg/l
Mio-inositol 100 mg/l
Piridoxina 1 mg/l

Niacina 0,5 mg/l
Tiamina 1mg/l
Mio-inositol 100 mg/l
Piridoxina 0,5 mg/l

Glicina 2 mg/l
Glutamina 250 mgl/l
Niacina 1 mg/l
Tiamina 1mg/|
Mio-inositol 1mg/I
Aminoacidos NT-1:
L-Lisina 0,460 mg/l
L-Leucina 0,330 mg/l
L-Arginina 0,440 mg/|
L-triptéfano 0,510 mgl/l
Glicina 0,190 mg/I

Fuente de carbono Glucosa 20 g/l

Sacarosa 80 g/l Glucosa 30 g/l

Reguladores de
Crecimiento

2 mg/l de 2,4-D
0,3 mg/l Kinetina

2 mg/l de 2,4-D
2,5 mg/l Kinetina

Adenina 0,025 mgl/l

Leche de coco 50 ml/l

50 ml/I
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Una vez que se obtuvieron callos con los transferidos a medios de cultivo para
diferentes  tratamientos  planteados, se desarrollo de embriones aplicando los

seleccionaron aquellos de mayor tamario, de
apariencia friable y globular para ser

tratamientos que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién de los medios de cultivo parainduccién a embriogénesis somética

Tiamina 2 mg/|
Mio-inositol 100 mg/I
Glicina 2 mgl/l

L-Leucina 0,0330 mg/I
L-Arginina 0,0440 mg/l
L-tript6fano 0,0510 mg/I

Li ED DL-ED NT-2
Sales DKW DKW Macronutrientes MS
Micronutrientes DKW
Vitaminas Niacina 1 mg/l L-Lisina 0,0460 mgl/l Vitaminas DKW:

Glicina 2 mgl/l
Glutamina 250 mg/l
Niacina 1 mg/|

Glicina 0,0190 mg/l
KNO3 0,3 g/l

Tiamina 1mg/|
Mio-inositol 1mg/I
Aminoéacidos NT-1:
L-Lisina 0,0460 mg/l
L-Leucina 0,0330 mg/I
L-Arginina 0,0440 mg/l
L-tript6fano 0,0510 mg/Il
Glicina 0,0190 mg/|
Glucosa 30 g/l

Fuente de carbono Glucosa 1 g/l

Sacarosa 30 g/l

Sacarosa 80 g/l

Reguladores de Adenina 0,025 mg/l

Crecimiento

desinfeccion. Por otra parte, el andlisis
realizado también sefiala un porcentaje mayor
de contaminacién en el material vegetal cuyo
La figura 1 muestra que se observé una alta origen fue la comunidad de Macahua (Ixiamas)
variacion de contaminacion  (0%-64%), (64%).

lograndose en el caso de las muestras

vegetales procedentes de la comunidad de

Trapicheponte (Guanay) un alto éxito de

4 N

RESULTADOS Y DISCUSION

£’A dla- co 1tan||ina tion
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Figura 1. Porcentaje de contaminacion en funcion de la procedencia de las muestras. Duncan
(«=0,05). Letras iguales implican resultados que estadisticamente no son diferentes.

Para el establecimiento e induccion a de cultivoy los genotipos evaluados en funcion
callogénesis in vitro, se identificO respuesta a su origen (Figura 2). En este sentido, se
estadistica de la interaccion entre los medios pudo evidenciar que el medio Li fue en el que

12
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se desarrollaron en general los mayores
porcentajes de formacion de callo para varios
genotipos estudiados. Sin embargo, también
se evidenci6 que algunos genotipos no
mostraron esta tendencia general, generando
mayor formacién de callo en el medio NT.
Asimismo, es importante destacar la presencia
de genotipos que llegaron a obtener la mayor

Julio, 2022

formacion de callos, independientemente al
medio de cultivo. También se observé que
algunos genotipos no llegaron a formar callos
en ninguno de los tratamientos. Por otro lado,
los estaminodios indujeron la mayor formacion
de callos ya que los pétalos presentaron mayor
contaminacibn y  callos  con malas
caracteristicas de friabilidad y tamafo.

4 N
— * %k
E X *
S / W\ /. _
5 ».,/‘\ > o~ S
a
\_ ——DL LI J

Figura 2. Porcentaje de callogénesis en funcion a la interaccién (genotipo * tratamiento) de una
de las poblaciones estudiadas (municipio). Diferencias estadisticas se representan en el grafico
de acuerdo al Andlisis de efectos simples. * = Diferencias significativas (P<0,05); ** =

Diferencias altamente significativas (P<0,01).

Nuevamente se observo interaccion
estadisticamente diferenciada entre los medios
de cultivo y los pocos genotipos que lograron
desarrollar embriones sométicos (Figura 3), lo

diferencial entre los genotipos. Al respecto,
Alemanno et al. (1996) indican que la
capacidad de generar embriones somaticos es
dependiente de la variabilidad genotipica.

gue demuestra que hay una respuesta

4 N
=
(%]
]
S —e—D..
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E i . R /_ \
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Figura 3. Efecto de la interaccion de 2 tratamientos con 6 genotipos sobre el nimero de
embriones somaticos generados (Efectos simples). ** = Diferencias altamente significativas

(P<0,01).

Asi mismo, se observo que el medio de cultivo
descrito por Li et al. (1998) presentd mayor
respuesta a la formacion de embriones
sométicos que el medio DL (Diaz-Lépez et al.

2009) para los genotipos analizados. En este
sentido, Li et al., 1998, mencionan que el
medio DKW posee un significativo aumento en
la concentracién de calcio, sulfuro y magnesio,
en comparacion con el medio MS (1962); estos

13
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elementos  son esenciales para la
diferenciacién celular, rapido crecimiento de
callos y la embriogénesis somatica. Por otra
parte, en el estudio concluyen que el uso de
glucosa como recursos de carbono es esencial
para la iniciacion de callos embriogénicos y
produccién de embriones somaticos en cacao.

CONCLUSIONES

e Se identificaron 27 poblaciones de cacao
nativo en 5 municipios del Norte de La Paz

e Se desarroll6 el protocolo de colecta de
material vegetal (botones flores) el cual
hace énfasis en el manipuleo y traslado
del mismo, para evitar ruptura de los
botones y contaminacion de los tejidos
previos al establecimiento in vitro.

e El tiempo de inicio de formacion de callos
es altamente variable entre los genotipos y
puede iniciarse en los medios de
induccion a callos como también en los
medios para el desarrollo y crecimiento de
los mismos

e Los tratamientos fueron aplicados en
bloque, es decir se mantuvieron los
medios de cultivo para cada etapa segun
la descripcion de cada autor, sin embargo
se recomienda realizar variaciones

e Debido a la frecuente interaccion entre las
variables genotipo y tratamiento (medio de
cultivo y/o fuente de carbono), se
demuestra una respuesta diferencial en la
formacion de callos, por lo que se
recomienda utilizar tanto el medio Li, como
el medio DL, suplementados con
Sacarosa a concentraciones de 20 y 40
g/l, para de esta forma determinar el
protocolo Gptimo para cada genotipo

e Se optimizé un protocolo de introduccion
e induccion a callogénesis in vitro a partir
de estaminodios de T. cacao nativo.

e Se genero un protocolo de
embriogénesis somética indirecta in vitro
a partir de los callos generados

Julio, 2022
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de tuna forrajera (Opuntia ficus indica L. Mill.)
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Resumen

El presente trabajo se efectud en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agricolas Pecuarias y Forestales de la Universidad Mayor de San Simon, evaluando ocho medios de
conservacion para tuna con aptitud forrajera. Los objetivos fueron determinar la concentracion adecuada
de sorbitol para la conservacion a mediano plazo del explante de tuna y evaluar el efecto de myo-inositol
en los explantes de tuna forrajera (Opuntia ficus-indica L. Mill) para la conservacion. La concentracion de

sorbitol a 30 g/L fue la adecuada, observandose explantes viables después de 21 meses.

Palabras clave: Tuna Forrajera; Conservacion; In-Vitro

INTRODUCCION

El interés creciente en Bolivia por las tunas, en
particular Opuntia ficus-indica L. Mill, est&
basado en el amplio grado de adaptacion al
clima y al suelo, debido a que presentan una
excelente rusticidad a las condiciones que
prevalecen en las zonas semiaridas y aridas;
en ese sentido se han generado iniciativas
para incentivar el cultivo de tuna debido a la
rusticidad y adaptabilidad hacia estas zonas.

Para suplir las necesidades de agua y forraje
gue requiere el ganado en las zonas aridas y
semiaridas, muy frecuentemente afectadas por
periodos de sequia y escasez de forraje, se
plantea el cultivo in-vitro de tuna por las
ventajas de una produccion masiva de plantas
homogéneas con alta calidad sanitaria, en
superficies reducidas, a bajos costos y en
tiempos reducidos, con la finalidad de
incrementar la poblacion de plantas.

Los recursos genéticos vegetales para la
agricultura y la alimentacion son la base para

la seguridad agroalimentaria mundial, por lo
gue se han iniciado programas de
conservacion y se han establecido bancos de
genes con el objetivo de colectar y mantener la
diversidad genética, para satisfacer las
necesidades continuas de diferentes usuarios
(Kameswara 2004).

Las técnicas de cultivo in vitro, ademas de una
multiplicacién acelerada, también permiten
conservar material valioso bajo condiciones
controladas durante periodos relativamente

extensos y en superficies reducidas, con el fin
de contar con material ya caracterizado y que
permita dar continuidad a una nueva
multiplicacién del material inicial (Aguirre et al.
2018).

Los objetivos

e Determinar la concentracion adecuada
de sorbitol para la conservacion a
mediano plazo de explantes de tuna

e Evaluar el efecto de myo-inositol en los
explantes de tuna forrajera (Opuntia
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ficus-indica L. Mill) para la
conservacion a mediano plazo

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion: El trabajo de investigacion se
realizO en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas
Pecuarias y Forestales (FCAPyF) ubicado en
la zona “La Tamborada” (Av. Petrolera Km 4,5)
de la ciudad de Cochabamba,
geograficamente se localiza a 17° 24 de latitud
sur y 66° 10 de longitud oeste, altitud de 2558
msnm.

Material bioldgico

Se tomaron explantes de tuna forrajera
(Opuntia ficus-indica L. Mill) que estaban en el
segundo repique del laboratorio de
biotecnologia.

Metodologia
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Tratamiento y conservacion de los explantes

Se procedi6 a seleccionar de la fase de
multiplicacion plantas in-vitro, que presentaron
uniformidad en tamafo y vigor. En camara de
flujo laminar se seccionaron fragmentos de 2
cm de longitud aproximadamente para ser
establecidos en los medios de conservacion.

La implantacibn se realiz6 en diferentes
medios de cultivo. Fueron utilizados tubos de
ensayo, que contenian 10 ml de medio de
conservacion, para cada tratamiento se utilizé
10 tubos de ensayo.

Los diferentes componentes como reguladores
de crecimiento y las concentraciones utilizadas
en todos los tratamientos para la
micropropagaciéon y la conservacion de
explantes, se muestran en el Cuadro 1. Se
adiciona myo-inositol 'y sorbitol para el
desarrollo minimo del explante para su
conservacion, lo que constituye los tratamientos.
El medio se esteriliza a 121°C por 20 minutos.

Cuadro 1. Componentes del medio de conservacion y tratamientos para los medios de
conservacion.

Tratamiento Myo-inositol(g) Sorbitol(g)

Componentes | Cantidad 1 0.1 15
Ms 443 ¢ 2 0.1 20

AG; 18 mg 3 0.1 25
Acido Nicotinico 5 meg 4 0.1 30
Piridoxina 5 mg 5 0 15
Tiamina 0.1g 6 0 20
Azicar e 7 0 25
Agar 6.5 ¢ 8 0 30

El cuadro 1, muestra los tratamientos que se realizaron con las cantidades de los
componentes de un medio de conservacion para un litro de medio de conservacion.

Disefio experimental

Se utilizd6 el disefio
completamente aleatorio (DCA).

experimental

La unidad experimental fué un tubo de
ensayo donde se establecio un explante de 2

cm de longitud, cada tratamiento con diez
repeticiones, el cultivo se mantuvo en el
cuarto de incubacién con temperatura de
25°C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de
oscuridad con una intensidad luminica de
2500 lux. Se registr6 el crecimiento en
longitud de los explantes 630 dias después
de la siembra.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El nivel de significancia de la prueba de 0,01,
que se puede observar en la tabla, indica que
la diferencia de medios es altamente
significativa, el crecimiento de longitud de un
explante es diferente con al menos uno de los
ocho medios de conservacion.

Cuadro 2. Andlisis de varianza

Julio, 2022

De acuerdo al cuadro 3 que muestra el
andlisis de varianza de longitud de explantes,
indica que el modelo es apropiado. Los
medios de conservacion tuvieron resultados
significativos en los explantes, en cuanto al
contenido de myo-inositol y a los niveles de
sorbitol en el medio de conservaciéon, los
datos se tomaron a los 630 dias (21meses).

paralalongitud de explantes

Segun (Séanchez-Chiang y Jiménez 2010), el
desarrollo de los explantes en el medio de
conservacion en banano se pudo observar que
fue mas notorio los primeros 30 dias. Los
meristemos de cultivares comerciales se

Fuente De Grados De | Suma De | Cuadrados | Estadistico pLoF
Variacion Libertad |Cuadrados | Medios |F
Modelo 4 57.05 14,26 11.30 =<0.,0001
Myo-1nositol 1 6,96 6.96 5.56 0.021
Sorbitol 3 50,088 16.696 13.33 =<0.0001
Error 75 30 1.3
Total 79 49

Pr=0.01

mantuvieron almacenados entre 28 y 30
meses en medios de cultivo con la mitad de la
concentracion de las sales minerales, a 22 °C
con un fotoperiodo de 16 horas luz vy
transferencia cada dos meses.
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Figura 1. Crecimiento de altura de ex

1

plante por concentracidn de sorbitol
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El crecimiento en longitud de los explantes
disminuye
aumenta el nivel de concentracion de sorbitol.

El medio 6ptimo para conservar es de 30g/L.
de Sorbitol, al constatarse que los explantes
de este tratamiento presentaron un desarrollo
minimo, manteniendo las caracteristicas del
cultivo. Segun Rayas et al. (2012) encontré
que el medio “MS”, suplementado con 20 g.L-1
de glucosa y 20 mg.L-1de sorbitol, resultd la
mejor variante para la conservacion in vitro de
boniato (Ipomoea batatas L. Lam).

En nuestra experiencia, se pudo observar que
los explantes de tuna en conservacion
presentaron diferencias por tratamiento, los
cuales son el crecimiento en longitud en
explantes con una sobrevivencia al 100% de
todos los explantes evaluados. Segun Diaz et
al.( 2015) se debe tener en cuenta el efecto
potenciador del sorbitol sobre la necrosis del
tejido foliar, especialmente cuando se usa
individualmente y el medio compuesto por
sales (MS) + manitol 15 g/L + sorbitol 20 g/L +
carbon activado 2 g/L + tiamina 1mg/L +
mioinositol 0,1g/L + agar 8 g/L, que permiten
de manera efectiva la conservacion de plantas
in vitro a partir de segmentos uninodales de
Dioscorea alata suplementados con 4 mg/L de
BAP y 0.5 mg/L de ANA y Dioscorea rotundata
suplementado con 0.3 mg/L de BAP y 0.1 mg/L

de ANA, durante 8 meses con altos
porcentajes de supervivencia, bajos
porcentajes de senescencia foliar,

evidenciando un desarrollo
plantas in vitro.

restringido en

CONCLUSIONES

Para la conservacion in vitro de tuna forrajera
(Opuntia ficus indica Mill.), la dosis de 30 g/l de
sorbitol resulté ser la méas apropiada al
presentar un crecimiento minimo, adecuado
para la conservacion in vitro.
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Cultivo in vitro de lavanda (Lavandula dentata L.) en la etapa de
introduccion a partir de yemas axilares y apicales

Melanny Araceli Arano Tapia
Resumen

El proyecto de investigacion tuvo como objetivo establecer un protocolo de cultivo in vitro de lavanda
(Lavandula dentata) en la etapa de introduccion a partir de yemas axilares y apicales, en el laboratorio de
Biotecnologia (BIOFAN) de la FCA/UAGRM, de enero a julio del 2020, para su posterior produccién con
fines medicinales y cosméticos. La investigacion que se ha desarrollado es de tipo prospectivo,
longitudinal y experimental, realizado con una muestra de 50 yemas apicales y axilares. El instrumento
empleado fue el formulario de registros de datos que se basa en el nimero de 5 tratamientos y 10
repeticiones por cada tratamiento. El cual explica como los explantes apicales y axilares se van
desarrollando en el transcurso de la investigacion. Los resultados fueron procesados con el programa
estadistico SPSS, para la prueba de asacion de variables se utilizé el andlisis de ANOVA Intersujetos y la
comparacion por pareja o prueba Post HOT. Los resultados del crecimiento de la lavanda por semana, se
utilizé el analisis estadistico de regresion.

Palabras claves: Protocolo, Lavandula dentata introduccion

Lavandula dentata, son los monoterpenos

INTRODUCCION

oxigenados (68,6%), seguidos de los
El presente trabajo de investigacién busca Monoterpenos hidrocarburos 0(2’7%)’
establecer un protocolo de cultivo in vitro de SeSquiterpenos  oxigenados  (2,6%) e
hidrocarburos sesquiterpenos (2,6%). La

lavanda (Lavandula dentata) en la etapa de
introduccion a partir de yemas apicales y
axilares, en el laboratorio de Biotecnologia
(BIOFAN) de la FCA/UAGRM, siguiendo una
serie de procedimientos desde describir a
detalle si hay crecimiento de bacterias u
hongos en el medio de -cultivo, utilizando
reguladores de crecimiento como el acido 1-
Naftalenacético (ANA) y 6-N-
Bencilaminopurina (BAP) que logren generar
una elongacion celular en los explantes
apicales y axilares.

presencia de monoterpenos oxigenados 1,8-
cineol y alcanfor dan el aceite esencial
propiedades medicinales y terapéuticas con
acciones antiespasmadico, antifungico,
bactericida, antiinflamatorio y analgésicos, aln
actuando como repelente e insecticida
(Masetto, Deschamps, Mogor & Bizzo, 2011).

Desde hace mucho tiempo se viene realizando
el cultivo de la Lavandula dentata de manera
convencional mediante semillas y esquejes
(Magazine, 2019) , pero con la llegada de la
biotecnologia  vegetal, comenzaron a

El interés de este trabajo proviene de la gran S 9" e
desarrollarse las técnicas de cultivo in vitro en

importancia que tiene la lavanda (Lavandula

dentata) a nivel mundial debido a que sus
aceites esenciales son utilizados en medicina,
industrias cosméticas y perfumeria. Los
principales compuestos del aceite esencial de

las dltimas décadas (Municio, 1999),siendo
objeto de estudio en diferentes paises que a
su vez, dieron origen a importantes
investigaciones como ser: Hernandez Amador,
2017; Koefender, et al., 2021; Echeverrigaray,
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Basso, & Andrade, 2005; Pereira Machado,
Lopes da Silva, & Biasi, 2011.

Actualmente en Bolivia no hay estudios
especificos del cultivo in vitro de Lavandula
dentata; pero en caso de existir, estos estudios
aun no han sido publicados.

Este trabajo de investigacion es para obtener
plantas sanas, en gran cantidad y asi tener
material vegetal de buena calidad llegando a
beneficiarse los microempresarios y la
poblacion en general que le dan uso potencial
a la lavanda.

METODOS

Desinfeccién de las yemas apicales y axilares,
sobrevivencia y contaminacion, crecimiento de
explantes, numero de hojas y andlisis
estadistico del crecimiento. La desinfeccion de
las yemas apicales y axilares est4 basada en
(Hernandez Amador, 2017) con
modificaciones.

El crecimiento longitudinal del explante apical
esta basado en (Pereira Machado, Lopes da
Silva, & Biasi, 2011).

El crecimiento longitudinal del explante axilar
est& basado en (Hernandez Amador, 2017)

Los equipos utilizados son: estufa de
esterilizacion, medidor de pH, agitadores
magnéticos, autoclave, cabina de flujo laminar
clase I.

Materiales: probeta de 200 ml, 5 vasos
precipitados de 200 ml, varilla, 50 tubos de
ensayo, 5 jeringas, papel aluminio, 3 gradilla, 1
mechero, 1 placa petri, material quirargico,
mechero, tijera, algodoén, frasco volumétrico de
200 ml.

Julio, 2022
RESULTADOS Y LA DISCUSION

Distribucion de la etapa de iniciacion a partir
de yemas axilar y apical de la especie
Lavandula dentata de plantas vivas, oxidacion
y contaminacion por hongos y bacterias.

Tabla 1. Distribucion de la etapa de iniciacion
Sobrevivenciay Cantidad|Porcentajes
Contaminacion (n) (%)

Con desarrollo 0 0
Hongos

Sin desarrollo 50 100

Con desarrollo 1 2
Bacterias

Sin desarrollo 49 98

Si 0 0
Oxidacion

No 50 100

Si 49 98
Vivas

No 1 2

Fuente: Elaboracion propia, 2020

Interpretacién: Segun la presente tabla, el
porcentaje de sobrevivencia fue del 98% para
la especie Lavandula dentata. El porcentaje de
contaminacion por hongos fue del 0%,
contaminacién por bacterias fue del 2%, y el
porcentaje de oxidacién 0%. Los resultados
demuestran que el uso de desinfectantes para
la obtencién de un mayor nimero de yemas
apicales y axilares libres de microorganismos
es altamente satisfactorio. En comparacion
con el autor (Hernandez Amador, 2017) que
utilizé etanol 70%, hipoclorito sodico mas
tween 20, fue del 25% +/- 3,07.
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Gréfico 1. Barras de distribucién de la etapa de iniciacion a partir de yemas axilar y apical
de la especie Lavandula dentata L., porcentajes de: plantas vivas, oxidacion vy
contaminacion por hongos y bacterias.
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Tabla 2. Distribucién por tratamiento de sobrevivencia y contaminacién por hongos y bacterias
a partir de yemas axilares y apicales de la especie Lavandula dentata
N° total de
Tratamiento explantes Vivas Hongos Bacterias
introducidos
T1 (ANA 0 mg/ml + BAP 0 mg/ml) 10 10 0 0
T2 (ANA 0,025mg/ml + BAP 0,12 mg/ml) 10 9 0 1
T3 (ANA 0,05 mg/ml + BAP 0,12 mg/ml) 10 10 0 0
T4 (ANA 0,025 mg/ml + BAP 0,25 mg/ml) 10 10 0 0
T5 (ANA 0,05 mg/ml + BAP 0,25mg/ml) 10 10 0 0
TOTAL 50 49 0 1
PORCENTAJE 100% 98% 0% 2%

Grafico 1. Barras de distribucién por tratamiento de sobrevivencia y contaminaciéon por hongos
y bacterias a partir de yemas axilares y apicales de la especie Lavandula dentata.

Tratarnief\lodeso!)revivenciayclontamir‘:acibnporhong‘osy ContamlnaCIC’)n por baCtenaS! el reStO de IOS

B B P avandula dentata " ooPe demdas tratamientos presentan el 98% de
120% sobrevivencia, con explantes apicales vy
100% - axilares  libres de  microorganismos
< ao% contaminantes.

g 60%

2 o En comparacion con el autor (Hernandez
20% . - Amador, 2017), el 25% +/- 3,07 fue tratamiento
0% Vivas Hongos o con MS+ BA 0,5 mg/l+ ANA 0,5 mg/l que

Tratamiento presentd contaminacion por hongos.

Interpretacion: Segun la presente tabla, el
tratamiento 2 (T2) presentd6 2% de
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Tabla 3. Pruebas de ANOVA inter-sujetos "Crecimiento longitudinal de explantes Apicales

Pruebas de ANOVA inter-sujetos "Explante Apical”

. Suma de gr.ados de Med,la_ E-Fisher p-valor Significativ
Origen cuadrados libertad cuadratica F Si 0
sc gl MC 9 P < 0,01

Repeticiones Explante Apical 16,525 9 1,836 35,538 0,000 Significativo
Tramiento Explante Apical 2,600 4 0,650 12,581 0,000 Significativo
R * Tramiento | Explante Apical 19,000 36 0,528 10,215 0,000 Significativo
Error Explante Apical 7,750 150 0,052
Total Explante Apical 137,000 200

Interpretacion: Segun el andlisis de varianza
(ANOVA), existen alta diferencia significativa
del crecimiento entre repeticiones, tratamiento
y repeticiones por tratamiento de yemas
apicales con un p valor 0,000 que significa
que es P<0,05 de la prueba de ANOVA

El mayor crecimiento longitudinal se dio en T1
(0 mgiml de ANA y 0 mgiml BAP) con 0,825
cm, y el segundo lugar T4 (ANA 0,025 mgiml

y BAP 0,25 mgiml) con 0,800 cm (anexo
17,18). En comparacion con la (Pereira
Machado, Lopes da Silva, & Biasi, 2011), la
mayor altura de los brotes fue de 2,7 cm
obtenida en un medio que contenia BAP 0,5
MM + IBA 2,5 yM + GA3 0,3 uM, donde la
evaluacion fue de 30 dias.

Tabla 4. Pruebas de ANOVA inter-sujetos "Crecimiento longitudinal de explantes

Axilares"
Pruebas de ANOVA inter-sujetos "Explante Axilar"
) Suma de grlados de Med'la. E-Fisher p-valor Significativ
Origen cuadrados libertad cuadratica F Si o
sc gl MC 9- P < 0,01

Repeticiones Explante Axilar 11,780 9 1,309 11,219 0,000 Significativo
Tramiento Explante Axilar 3,230 4 0,808 6,921 0,000 Significativo
R * Tramiento | Explante Axilar 26,770 36 0,744 6,374 0,000 Significativo
Error Explante Axilar 17,500 150 0,117
Total Explante Axilar 98,000 200

Interpretacion: Los resultados de andlisis de
varianza (ANOVA) determinan que existen
diferencias estadisticas significativas del
crecimiento entre repeticiones, tratamiento y
repeticiones por tratamiento de yemas
axilares con un p valor 0,000 que significa que
es P<0,05 de la prueba de ANOVA (anexo
16). El mayor crecimiento longitudinal de

yemas axilares se dio en el T2 (ANA 0,025
mgiml y BAP 0,12 mgiml) con 0,550 cmy T3
(ANA 0,05 mgiml BAP 0,12 mgiml) con 0,525
cm, (anexo 17,18). En comparacién con el
(Hernandez Amador, 2017) tratamiento MS +
BA 1 mg/L + ANA 0,5 mg/L fue del 46% +/-
3,60 con 16 +/- dias. Esto significa que el
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tratamiento con ANA y BAP son mas efectivos que ANA y BA.

Tabla 5. Lavandula dentata Nimeros de brotes NEAP por tratamiento

Repeticiones
Tratamientos Sumas | Medias
112|3|4|5|16|7]|8]9] 10
T1 (ANA 0 mg/ml + BAP 0 mg/ml) 41414141444 (4|0] O 32 3,2
T2 (ANA 0,025 mg/ml + BAP 0,12 mg/ml) (4 (2| 4]|2]|0|4]|4]|0|0| 4 24 2,4
T3 (ANA 0,05 mg/ml + BAPO,12mg/ml) [2|4|2|2]|2]|4]2]|4|0]| O 22 2,2
T4 (ANA 0,025 mg/ml+ BAP 0,25 mg/ml) (4 (4| 4|4|4]|4]|4]|4]|0]| O 32 3,2
T5 (ANA 0,05 mg/ml + BAP0,25mg/ml) (4[4[ 4]4]0]0]4]|0|0]| 4 24 2,4

Interpretacion: La presente tabla indica que el tratamiento 1 y el tratamiento 4, producen una
media 3,2 cantidades de hojas siendo estos los tratamientos 6ptimos para desarrollar un mayor
numero de brotes apicales para la especie.

Tabla 6. Lavandula dentata Nimeros de brotes NEAX por tratamiento

Repeticiones
Tratamientos Sumas | Medias
112(3|4|5]16|7]|8]9] 10
T1 (ANA 0 mg/ml + BAP 0 mg/ml) 0O[3]2|]0]|]0]|0|2|0|4]| 4 15 1,5
T2 (ANA 0,025 mg/ml + BAP 0,12mg/ml) (0 [4[0|4]|4]0]0|4|4]| O 20 2,0
T3 (ANA 0,05 mg/ml + BAPO,12mg/ml) [2|1f2]|2]|2]|1]2]|0[|4]| 4 20 2,0
T4 (ANA 0,025 mg/ml + BAP 0,25 mg/ml) [0O[O[O|O|O]|0O]JO|O|4]| 4 8 0,8
T5 (ANA 0,05 mg/ml + BAPO0,25mg/ml) (1 (00|14 ]|4]|1|4|4]| 1 20 2,0

Interpretacion: En la presenta tabla se muestra que el tratamiento 2, 3 y 5 producen una media
2,0 (20) hojas siendo estos los tratamientos 6ptimos para desarrollar un mayor nimero de brotes
axilares de Lavandula dentata.

Tabla 5. Promedio de crecimiento de las 4 semanas

Semanas | Lavandula dentata (cm)
1 0,372
2 0,802
3 0,976
4 0,722
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Pruebas de ANOVA inter-sujetos

. Suma de gr.ados de Media cuadrética | F-Fisher | P-Valor Significativo
Origen cuadrados libertad .
MC F Sig. P<0,01
SC gl
Semanas 9,668 3 3,223 9,071 0,000 Significativo
Error 69,628 196 0,355
Total 182,400 200

Interpretacion: ElI promedio de crecimiento
de las 4 semanas de la lavanda muestra que
en la semana 3 hubo un crecimiento mas alto
de 0,976 cm. mientras que en la semana 4
hubo un descenso a 0,722 la diferencia es de
0,254 cm, a pesar de esta caida crecimiento
segun la prueba de varianza (ANOVA) tiene
un p valor 0,000 que significa que es p<0,05
es altamente significativo. La caida del
crecimiento en la semana 4 es debido a que
los explantes presentaron necrosidad en la

parte basal por déficit de nutrientes en el
medio de cultivo.

Tabla 7. Evaluaciéon del tamafio de crecimiento,
en cm por semana de la Lavandula dentata
Semanas Lavandula dentata

1 0,372
2 0,802
3 0,976
4 0,722

Grafica 1. Regresion del tamafio de crecimiento cm por semana de la Lavandula dentata.

Regresion del tamafio de crecimiento "cm" por semanade la
Lavandula dentata

0,8 .
06
0.4 -

0.2

y =0,1224x + 0,412
R® = 0,3874

Semanas

Interpretacion: La relacion entre el tiempo y crecié 0,122 cm por semana. El valor de R?
crecimiento de la especie Lavandula dentata (0,3874) presentd una correlacién positiva
mediante el analisis de regresion, indica que débil, con una linea de tendencia casi lineal.
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Gréfica 2 Regresion de los diferente tratamientos cm por semana de la Lavandula dentata

Regresion de los diferentes tratamientos ""cm" por semana de la Lavanduladentata
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Interpretacion: El coeficiente de regresion
indica que las concentraciones de los
diferentes tratamientos T1, T2, T3, T4, T5,
presentan crecimiento 0,255; 0,032; 0,136;
0,024; 0,165 centimetros por semana
respectivamente. Se puede observar que los
coeficientes de correlacién lineal (valor de R)
del tratamiento 1 con R? = 0,9455 son muy
aproximados al valor de 1, lo que significa que
la correlacion entre variables es alta, a
diferencia de la R? = 0,0128 del tratamiento 2,
R? = 0,0151 del tratamiento 4, presentan una
correlacion positiva débil; mientras que R? =
0,5228 del tratamiento 3, R? = 0,673 del
tratamiento 5, tienen una correlacion positiva
moderada.

CONCLUSIONES

En la presente tesis se establecié un protocolo
de cultivo in vitro de lavanda (Lavandula
dentata), en la etapa de introduccién a partir
de yemas axilares y apicales, en el laboratorio
de Biotecnologia  (BIOFAN) de la
FCA/UAGRM, de enero a julio del 2020.

Los explantes apicales y axilares que fueron
desinfectados en la etapa de introduccion dio
como respuesta el porcentaje de sobrevivencia
del 98% siendo la contaminacion por bacterias
del 2% en el tratamiento 2 (T2), que garantizé

y =0,255x + 0,39
R?=0,9455

_ T

* T2

e T3

y =0,136x + 0,345 o T4

“.___.“::__”_“ ......... R?=0,5228 E
........ O, -0024x +055  +eeeesLineal (T1)
LRLIAIh | L Snses .A il L L PN Lineal (T2)
g ® e ineal (T3)
® eeeccelineal (T4)
------ Lineal (T5)

la obtencion de explantes libres de

contaminantes con hongos o bacterias.

El mayor crecimiento longitudinal de explantes
apicales se present6 en el tratamiento 1 con
0,825 cm., generando una media de 3,2 hojas
y en el caso de explantes axilares el
tratamiento 2 produjo el mayor crecimiento con
0,550 cm., con una media de 2,0 hojas.

La especie Lavandula dentata llega a crecer
de manera general 0,122 cm por semana y es
el tratamiento 1 el que mejor favorece a su
crecimiento en primer lugar con 0,255 cm por
semana en ambos tipos de explantes.
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Germinacion in vitro de Epidendrum secundum con diferentes
agentes gelificantes y concentraciones de agua de coco
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Resumen

En el presente estudio se realiz6 pruebas de germinacién en Epidendrun secundum en medios
alternativos con sales de cultivo hidropénico (macro y micronutrientes) suplementados con 10 y 20 % de
leche de coco y tipos de gelificantes (gelrite, agar y carragenina). Las semillas fueron desinfectadas al
0,5% de NaClO por 15 min. Fueron cultivados en la camara de crecimiento a 25°C fotoperiodo de 16/8
horas luz y oscuridad durante 105 dias. Se evalué el porcentaje de germinacién, mortalidad y fases de
desarrollo en la germinacion.

Epidendrum secundum presento un 85.8 % de geminacion en el medio gelrite en el medio de cultivo con
sales de hidroponia y con la adicion de 20% de leche de coco la germinacién fue mayor (86,4) que con
10% (78,1) de este. No obstante, con la adiciéon de carragenina, los protocormos germinados tienden a

morirse en un 1.8%.

Palabras claves: Orchidacea, carragenina, gelrite,

INTRODUCCION

Entre las orquideas, Epidendrum secundum
Jacp es de amplia distribuciéon y nativa de
América. Se caracteriza por ser de habito
gedfita como litdfita. Inflorescencia en racimos
terminales (Santa Cruz & MA Choce-Pefia,
2020). Las semillas de las orquideas son tan
pequefias que contienen poca O ninguna
reserva para llevar a cabo la germinacion, es
decir, no presentan endospermo, por lo que en
condiciones naturales se asocian con hongos
que digieren la materia organica y transfieren
los carbohidratos al embrién de la orquidea,

permitiendo que se desarrolle la planta
(Abdelnour & Mufioz, 1997).

En orquideas se tienen dos vias de
geminacibon en medios asimbidtico y

simbidticos, ambas contribuyen en programas
de reintroducciéon. En medios asimbioticos, es
a través de cultivo de tejidos en medios
especificos las cuales les proporcionan

agar, agua de coco

nutrientes para promover la germinacion. Es
asi, que Lewis Knudson, demostr6 que es
posible la germinaciéon en un medio que tiene
sales y azucar (knudson, 1991) citado en
(Salazar-Mercado, 2012). Entretanto, la
germinacion simbidtica requiere de hongos
micorrizicos  principalmente con  hongos
basidiomicetos del grupo de Rhizoctonia
(Rasmussen, 1995).

Los medios basales en orquideas
generalmente estan constituidos por las sales
de MS (Murashige y Skoog, 1962), Knudson C
(1922), Vacin y Went (1949) entre otros, un
agente gelificante y suplementos naturales
como el agua de coco, pulpa de platano y jugo
de tomate. Por las caracteristicas de habito de
crecimiento de las orquideas epifitas,
terrestres y rupicolas sus requerimientos
nutricionales son minimos, y contrastando esto
en medios de cultivo son necesarios que
tengan los macroelementos (N, P, K),
pudiendo contener ademas otros elementos
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como Mg, Bo, Zn, Fe (Garcia y Cuevas, 2000)
citado en (Rodriguez, 2013). Se evidencia en
otros trabajos en cultivo in vitro, emplean
fertilizantes comerciales como alternativa de
minimizar costos. Un fertilizante que es
ampliamente usado en medios de hidroponia
de la FAO, mismo que contiene macro y
micronutrientes. De la misma forma el uso de
agentes alternativos al phytagel, agar como la
carragenina, ya que el agar segun (Mejia &
Vitorelli, 1988) el costo representa el 80 % del
costo total en la preparacion de medios de
cultivo. En ese sentido el presente trabajo
tiene como objetivo describir el proceso
ontogénico de Epidendrum secundum en
condiciones in vitro y determinar el porcentaje
de germinacién en el medio de cultivo con
sales de hidroponia con diferentes agentes
gelificantes y concentraciones de agua de
COCoO.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizd
en el laboratorio de Biotecnologia en las
instalaciones de la Unidad Académica
Campesina Carmen Pampa (UAC-CP) de
Coroico, de la provincia Nor Yungas el
Departamento de La Paz, Bolivia.
Geograficamente se situa a 16° 20’ 30" de
latitud Sur y 67° 50’ 00" de longitud Oeste a
una altura de 1850 m.s.n.m. (Alarcén, 2008).
Las capsulas de las E. secundum fueron
colectada de la zona Puerta del Viento
cercanias a la Cerro Uchumachi a 16° 20’ 30”
de latitud Sur y 67° 50’ 00” de longitud Oeste.

En base a las sales comerciales que se
emplean soluciones nutritivas en cultivo
hidroponico se procedi6 a preparar dos
soluciones A  (macronutrientes) y B
(micronutrientes), ver tabla 1.

Tabla 1. Composicién del medio basal

Nombre Formula Solubilidad
g/l

Nitrato de Calcio | Ca(NOs) 2 1220

Nitrato de Potasio | KNO3 130

Nitrato de 2

Magnesio Mg(NO3)? 6H20 279

Fosfato KH2 POs 230

monopotésico

Sulfato de | MgSO4 6H20 710

Julio, 2022
Magnesio
Sulfato de | K2 SO4 111
Potasio
Sulfato de MnSOs 980
Manganeso
Acido Bérico Hs BOs 60
Sulfato de Cobre | CuS0O45H.0 310
Sulfato de Zinc ZnS047H20 960
Molibdato de | (NH4)6Mo7 430
Amonio 0244H20

Fuente: FAO, La Empresa Hidropénica de
Mediana Escala, La técnica de la solucion
Nutritiva Recirculante (NFT), (1996) citado en
(Gilsanz, 2007).

Para el preparado de 1 litro de medio de
cultivo se afiadié 5 ml de la solucién Ay 2 ml
de la solucién B. se adicioné agua de coco (10
y 20% dependiendo del tratamiento
empleado), 20 gr de azucar de mesa, el pH fue
ajustado a 5.6 y se adicion6 el agente
gelificante (gelrite, agar y carragenina).
Seguidamente los medios fueron autoclavados
a 15 PSI a 121 °C durante 15 minutos. La
bateria de tratamientos de los medios a
emplear estaba en funcion a la siguiente
combinacién descrita en la siguiente tabla:

Tabla 2. Tratamientos resultantes de la
combinacion de los factores de estudio
Factor A Factor B
Tratamiento | Tipo de agente Concentracion de
gelificante agua de coco (%)

Tl Carragenina 10

T2 8 g/L 20

T3 Agar. 10

T4 6 g/L 20

15 Gelrite. 10

T6 2 gL 20

Las semillas fueron desinfectadas con 0.5% de
hipoclorito de sodio durante 15 min.
Seguidamente, las semillas sembradas en los
medios de cultivo fueron trasladas a la camara
de crecimiento a 25°C fotoperiodo de 16/8
horas luz y oscuridad.

Andlisis estadistico
El disefio aplicado fue DCA. El factor de

estudio corresponde, el tipo de agente
gelificante (carragenina, agar y gelrite) y la
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adicién de agua de coco (10 y 20%) en los
medios de cultivo (Calzada-Benza, 1970).

Variables de respuesta

Las variables evaluadas fueron: a) porcentaje
de individuos en 4 fases de desarrollo para la
germinacion en orquideas (Otero & P, 2009)
corresponden a: Fase 0: Son semillas que no
son viables, Fase |: Son semillas con embrién
viables. Fase Il: Son semillas que empiezan a
aumentar su tamafio en forma de redondo que
estd a punto de germinar. Fase lll: Semillas
germinadas con la aparicién de brote apical y
protocomos. Fase IV: plantula con brote apical
y protocomos desarrollados.

RESULTADOS Y DISCUSION
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b) porcentaje de germinacién para este calculo
en base a la siguiente formula, donde se
consider6 como semillas germinadas desde la
fase ll, lll y IV.

%Germinacion
FII, FIII + FIV

~ FO+ FI + FII + FIIT + FIV
* 100%

c) porcentaje de mortalidad. Las evaluaciones
se realizaron con la ayuda de un estereoscopio
cada 3 semanas durante 105 dias.

fases de desarrollo durante la germinacion de E. secundum

A continuacion, se detalla las fases por la cual se pasaron las semillas de E. secundum durante

la germinacion en condiciones in vitro:

Semillas sin embrion (No viable)

Semilla con ruptura de testa e
inicio del estado protocormal
(germinado)

Semillas con embrién viable

Semillas con embrién abultado

Plantines con hojas y raices desarrollados in vitro

Figura 1. Esquema del proceso de germinacion E. secundum

Porcentaje de geminacion

En la tabla 1 se denota que, al cabo de 21, 42,
63, 84 dias de evaluacion no se presentaron
diferencias significativas como efecto del
agente gelificaste en el medio de cultivo, sin

embargo, hay diferencias significativas al cabo
de 105 dias. Entre la comparacion a la
cartagenina y el gelrite fueron
estadisticamente iguales de 82,4 y 85,8%
germinacion. Con relaciéon a la aplicacion de
agua de coco se presentaron diferencias
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significativas entre las concentraciones de
agua de coco en los cinco tiempos de
evaluacion. La adicion de 20% de leche de
coco favorece en el porcentaje de germinacion
de un 86.4%. finalmente, no se presentaron
diferencias entre factores demostrase que
estos son independientes.

Los agentes gelificantes son empleados como
medio de soporte, pero estos tienen algunos
componentes organicos que pueden estimular
el crecimiento de los brotes en cultivo in vitro, y
es parte de los componentes del medio de
cultivo que se utlizan para que éste
permanezca en un estado semisolido y que
proporciona sostén al explante McLachan
(1985) citado por (Babbar & Jain, 1998).
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De los resultados encontrados en la
germinacion de E. secundum la carragenina no
favorecié en la  germinacion, esto

probablemente se deba a que es un producto
es empleado con fines de la industria
alimentaria, es un gel opaco, con mucha
celulosa vy fibra, bajo grado de pureza (semi
refinada) o un gel claro, transparente, alto
grado de pureza (refinada) (Porto, 2003).
Mientras que, entre el Gelrite y el agar, el
primero no presenta impurezas. En un estudio
realizado en una especie cactacea con Agar,
Gelrite presentaron 98 y 97,7% de germinacion
(Lopez & Lopez, 2016). Con ello se constata
gue estos dos agentes gelificantes presentan
altos porcentajes de germinacién en
condiciones in vitro.

Tabla 3. Efecto de diferentes tipos de agentes gelificantes y dos niveles de concentracion de agua de coco en el
porcentaje de germinacién de Epidendrum secundum cada 21 dias de evaluacion.

Tiempo de evaluacion

Fuente de variacién 21 dias 42 dias 63 dias 84 dias 105 dias
Agente gelificante (FA)
Agar 38,12 55,32 67,32 75,02 82,4 3
Gelrite 31,92 57,52 69,7 @ 78,72 85,82
Carragenina 29,32 50,82 61,44 70,32 78,6°
F cal. 2,83 NS 1,73NS 2,65 NS 3,60 NS 4,33*
Pr>F 0,0645 0,1833 0,0763 0,0317 0,0162
Concentracion de agua de
coco (FB)
AC2 (20%) 36,62 59,6 2 71,24 79,54 86,42
AC1 (10%) 29,6 ° 49,4 " 61,1° 69,8 ° 78,1°
F cal. 4,51* 8,02** 11,44** 14,40** 17,45**
Pr>F 0,0366 0,0058 0,0011 0,0003 <0,0001
FA*FB
F cal. 1,53 NS 0,45 NS 0,31 NS 0,23 NS 0,27 NS
Pr>F 0,2222 0,6385 0,7322 0,7948 0,7607

(41,1%)

Coef. Var. 8,8% (29,8%) 8,0% 21,5% 16,1% 11,4%

Dénde: *° Prueba Duncan al 5%. ** Altamente significativo (<1%). * Significativo (1%-5%). NS No significativo.

Comparando costos de cada agente gelificante
para 1 litro de medio de cultivo de agar se
invierte Bs. 9,6, Gelrite Bs. 7 y Carragenina es
Bs 1.6. con esta relacion de costos la
carragenica es la mas economica. Al respecto,
(Mamani, 2009) mencionan que el agar o

phytagel puede representar hasta 70% del
costo de las plantas.

El porcentaje de germinacién en esta E.
secundun es similar al trabajo realizado por
(Sarbi & Guzman, 2007) con 10% de agua de
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coco fue al 100% y con la adicién de pulpa de
platano fue 86,37% ambos en el medio MS.

Porcentaje de mortalidad

El analisis de varianza presentd diferencias
significativas (F=3.80; GL157; P<0.01) entre los
agentes gelificantes, mientras con la aplicacion
de agua de coco no se presentan diferencias
(F=3.44; GL157; P>0.01). De la comparacién de
medias se evidencio que el medio con
carragenina seguido de agar presentaron 1,8 y
0,8 protocormos muertos. No ocurriendo asi en
el medio que se adiciono Gelrite.

CONCLUSIONES

Epidendrum secundum presento un 85.8 % de
geminacion en el medio gelrite al cabo de 105
dias de evaluacion en el medio de cultivo con
sales de hidroponia con la adicion de 20% de
leche de coco su porcentaje de germinacion
fue mayor que con 10% de este aditamento.
No obstante, con la adicién de carragenina, los
protocormos germinados tienden a morirse en
un 1.8%.
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Caracterizacion biolégica del fruto Allagoptera leucocalyx (motacuchi)

Camacho Ayelen J.1; Montellano Natalia?
1 ayelen.camacho@ucb.edu.bo

Resumen

El motacuchi es un fruto tropical de una palmera baja que crece en todas las épocas del afio y esta
ampliamente distribuida en la Chiquitania boliviana, este fruto no estd caracterizado ni estudiado. El
objetivo de este trabajo es caracterizar sus propiedades bioldgicas con el fin de promover su consumo y
evaluar posibles aplicaciones. Las propiedades biolégicas fueron determinados mediante métodos
espectrofotométricos como: Folin-Ciocalteu, AICls, pH diferencial, DPPH*®, ABTS®, turbidimetria y se
hicieron antibiogramas. Los resultados mostraron que el fruto presenta compuestos bioactivos de interés
como polifenoles, flavonoides y antocianinas con actividad antioxidante y antimicrobiana; siendo muy
benéfico para la dieta y la salud. En conclusion, las propiedades determinadas en el fruto pueden
posicionarlo como fuente potencial para el desarrollo de nuevos productos en areas cosmeética,

alimenticia y farmacéutica.

Palabras claves: frutos, antioxidantes, polifenoles, flavonoides, antimicrobianos

INTRODUCCION

Bolivia es uno de los paises tropicales con
mayor biodiversidad en especies vegetales. En
la region de la Chiquitania contamos con
variedad de frutos tropicales no caracterizados
debido a la escasa investigacion que existe
sobre los frutos tropicales. Este trabajo tiene
como objetivo: caracterizar las propiedades
biolégicas como compuestos bioactivos y
actividad antimicrobiana del fruto Allagoptera
leucalyx (motacuchi), un fruto nativo de la
Chiquitania, con el fin de ampliar Ila
informaciéon acerca de este, y crear una
expectativa en su investigacion para
producirlo, comercializarlo e incluso agro
industrializarlo.

MATERIALES Y METODOS

Radical libre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo), radical libre 2,2-Azinobis- (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), reactivo
de Folin-Ciocalteu, #&cido gélico, fueron
obtenidos de Sigma Aldrich (Alemania); todos
los demas productos quimicos y reactivos

utiizados en este estudio eran de grado
analitico. Todos los experimentos
espectrofotométricos se realizaron en un
espectrofotébmetro ultravioleta-visible (UV-Vis)
(Lamda-25, Perkin Elmer, Cambridge, Reino
Unido).

Los frutos fueron donados por la Reserva
Natural Arubai en el departamento de Santa
Cruz, en conjunto con la Fundacién para la
Conservacion del Bosque Chiquitano (FCBC).

Los compuestos bioactivos se extrajeron con
etanol 70% (1:2 y 1:4) (p/p), 24h en agitacion,
se filtr6 y centrifugd (15min, 10° rpm),
obteniéndose asi el extracto etandlico de
motacuchi (EEM), el extracto 1:2 se denominé
como C1 vy el extracto 1:4 como C2; finalmente
fueron almacenados a 4°C hasta realizar las
pruebas.

El contenido total de polifenoles fue
determinado usando el método de Folin-
Ciocalteu, se us6 como estandar el &acido
galico y los resultados fueron expresados
como mg de &cido gélico equivalente (GAE)
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por 100 g de fruta. El contenido total de
flavonoides fue determinado usando el método
cloruro aluminio, se us6 como estandar la
quercetina y los resultados fueron expresados
como mg de quercetina equivalente (QE) por
100 g de fruta; y por el método cualitativo de
Shinoda. La cantidad de antocianinas totales
se determin6 segun el método de pH
diferencial y los resultados fueron expresados
como mg de cyanidin-3-glucoside por 100 g de
fruta. La actividad antioxidante se determiné
mediante los métodos de captacion de los
radicales libres: DPPH* (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) y ABTS® (2,2-azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) se usé
trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxylic acid) como estandar y la actividad
antioxidante total fue expresada como umol
trolox/g de fruto. La actividad antimicrobiana se
determiné por antibiograma y turbidimetria
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El contenido de bioactivos y actividad
antioxidante para el extracto etandlico de
motacuchi se presenta en la Tabla 1, donde
para los polifenoles se encontr6 un valor
medio, para los flavonoides flavonoides un
valor alto y para las antocianinas valores
bajos. Asimismo, la prueba cualitativa indica la
presencia de flavonoides del tipo flavonoles.
En cuanto la actividad antioxidante se encontro
gue los valores DPPH* fueron menores en
comparacion a los valores ABTS, la diferencia
sugiere que los compuestos antioxidante
presentes en el extracto del motacuchi son
altamente hidrofilicos o lipofilicos los cuales
son mas sensibles a la técnica ABTS*®
(Granados et al., 2014).

En antibiograma la actividad antimicrobiana del
fruto en C1 fue efectiva solo para Shigella sp
(halo de inhibicibn =7 mm), mientras C2 fue

frente a 4 bacterias: Shigella sp., efectiva frente a Shigella sp, (halo de inhibicion
Pseudomonas sp, Escherichia coli y =12 mm), Escherichia coli y Pseudomona sp
Salmonella sp. (halo de inhibicién = 7-8 mm).
RESULTADOS

Tabla 8: Compuestos bioactivos y actividad antioxidante

determinados para el extracto etanolico de motacuchi

EMM
Propiedades
C1 Cc2

Polifenoles (mg GAE/100 g) 17145 209+12

Flavonoides (mg QE/100 g) 5,9+0,1 7,9+0,1

Antocianinas (mg C-3-G /100 g) 0,43+0,03 0,72+0,03

Act. Antioxidante

ABTS*® (umol Trolox/g) 45 +0,1 9,3+0,2

DPPH?* (umol Trolox/g) 3,9+0,1 5,7 £0,2

En la Figura 1 se observa los resultados
obtenidos para turbidimetria donde se observa
gue C1 fue efectiva contra Escherichia coli y
Shigella mientras que C2 contra Shigella,
Escherichia coli y Pseudomonas sp. Diversos
estudios reportaron que los flavonoides
presentan actividad antimicrobiana por tanto
podemos atribuir la actividad antimicrobiana a
estos compuestos (Kumar & Pandey, 2013;
Shahzadi & Shah, 2015; Wu et al., 2008). En
ambos métodos se observa mayor bioactividad
para Shigella sp., esto se puede asociar al pH

acido del fruto (4,1) que actu6 como factor
bactericida contra Shigella, ya que a pH< 4,8
se inhibe su crecimiento (Small et al., 1994).

Los resultados determinados, muestran que
C2 presenta mayor contenido polifenoles,
flavonoides, \antocianinas que C1l. Este
comportamiento es acorde lo reportado por en
la literatura, donde se evidencia que a un
mayor volumen de solvente hidroalcohdlico
existe una mejor transferencia de masa y por
consiguiente una mejor extraccion de

34



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

compuestos  polares como  polifenoles
(Brighenti et al., 2014; Hidalgo & Almajano,
2017).

De manera que podemos predecir que existe
una correlaciéon positiva entre los compuestos
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bioactivos y las actividades antioxidante y
antimicrobiana ya que para C2 se obtuvo
mejores  resultados en cuanto estas
bioactividades

Figura 1: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico motacuchi por turbidimetria
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CONCLUSIONES

En conclusion, la caracterizacion de
compuestos  bioactivos  presenta  altos

contenido de flavonoides, bajos contenidos de
antocianinas y un moderado contenido de
polifenoles y de actividad antioxidante. La

actividad  antimicrobiana del  motacuchi
muestra  una  alternativa  prometedora
especialmente para las infecciones por
Shigella sp.

Las propiedades determinadas demuestran
resultados prometedores para el consumo del
fruto y el uso de sus compuestos bioactivos en
diferentes industrias como la alimentaria,
cosmética y farmacéutica, creando
perspectivas de agroindustrializacion.
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Germinacion in vitro de Zigopetalum maculatum con diferentes
protocolos de desinfeccién y adicion de agua de coco en el medio de
cultivo
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la viabilidad y germinacion asimbidtica de Zigopetalum
maculatum mediante tres protocolos de desinfeccion, de semillas en sobres de papel y en la jeringa, y
capsulas en diferentes medios suplementados con 10% y 20% de agua de coco. Las semillas fueron
sumergidas al 0.5% de NaClO*5 min. y las capsulas al 1% de NaClO*5 min. Las semillas fueron
sembradas en MS con 10 y 20% de agua de coco respectivamente. El disefio fue DCA con 15
repeticiones, se evalué el % de viabilidad, germinacion y fases de desarrollo del proceso de germinacion
(F1, F2, F3 y F4). El porcentaje de viabilidad fue de 68,7%. Las semillas alcanzaron desinfectadas a partir
de semillas presentaron fases mas avanzadas de F3 y F4 que las procedentes de frutos. En el medio MS

con 10% agua de coco 0.5% de NaClO*5 min. se logré una germinacion de 98%.

Palabras claves: Desinfeccion, viabilidad, germinacion, in vitro y Zigopetalum maculatum

INTRODUCCION

La region de Los Yungas contiene 60% de las
especies de orquideas, de las cuales el 80%
son endémicas Vasquez e lbisch (2004). Entre
ellas, se destaca Zygopetalum maculatum de
habito terrestre posee alto potencial como
ornamental Jiménez et al (2015). Las flores
son muy fraganciosas, en cada escapo floral
posee entre 6 a 8 flores y tiene una duracion
de la floracion de octubre a noviembre en el
Cerro de Uchumachi en el municipio de
Coroico (Observaciones en campo). Las
semillas de orquideas terrestres tienen una
testa tipo reticulada y fuerte, mas que las
orquideas epifitas Augustine et al. (2001).

La propagaciéon in vitro es una alternativa
viable, estratégica y recomendada para la
conservacion de las orquideas (Bertolini et al
2014), el uso de protocolos eficientes asegura
la supervivencia de los embriones en el
proceso de germinacion de orquideas y el
desarrollo del protocormo (estructura que se

forma durante la germinacion y el desarrollo de
la plantula (Billard, et al 2014). El desarrollo de
medios de cultivo permitié que la viabilidad de
las semillas de la familia (Orchidaceae) sea
alta y por tal razon a podido fomentar la
recuperacion de especies como: Cyrtopodium
punctatum y Bletia purpurea (Dutra et al 2008).
En ese sentido, el presente trabajo tiene como
objetivo  estandarizar el protocolo de
desinfeccion y medios para su introduccién en
condiciones asépticas a partir de semillas de
Zigopetalum maculatun.

METODOS

El trabajo experimental se dividié en dos fases,
una corresponde a realizar el seguimiento de
floracion y fructificacion, y la otra consiste en la
prueba de Vviabilidad y geminacibn en
condiciones in vitro. El seguimiento fenolégico,
se realiz6 en una colina denominada Puerta
del Viento dentro del cerro Uchumachi en el
municipio de  Coroico, localizada en
coordenadas Longitud -67.68630859 Oeste y
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Latitud -16,26792842 Sur a una altitud de 1850
msnm. Se observo 15 plantas adultas, de las
cuales, en octubre a diciembre del 2020 se
encuentran en floracibn y de enero a abiril
estan con frutos y a finales de mayo del 2021
empiezan a madurar los frutos.

La fase de laboratorio se realizd en ambientes
de Biotecnologia de la Unidad Académica
Campesina de Carmen Pampa. El medio de
cultivo empleado, fue el MS (1962) al cual se
afadié 20 g/L de sacarosa, 2 g/L de gelrite, el
pH fue ajustado a 5.6. Para el trabajo se
emplearon dos medios al primero y segundo
se afiadi6 10% y 20% de agua de coco
respectivamente. Los medios fueron
dispensados en tubos de ensayo y después
fueron autoclavados a 121°C (vapor a presion)
a 15 PSI por 15 minutos.

La desinfeccion de las semillas y capsulas se
consider6 3 tratamientos desinfectantes, la
primera consistia en desinfectar las semillas
en hipoclorito de sodio al 0.5% durante 5
minutos en sobre de té, posteriormente se
someti6 a con cinco enjuagues con agua
destilada estéril. La segunda desinfeccion
consisti6 en colocar la semilla dentro de la
jeringa en una solucion de hipoclorito de sodio
al 0.5% durante 5 minutos seguido de
enjuagues sucesivos. La tercera desinfeccion,
la capsula madura e intacta fue sumergida en
hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos y
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después se realizé enjuagues, para concluir
con el flameado con alcohol al 70% previo
abrir las semillas. Las semillas previamente
desinfectadas fueron colocadas en caja Petri
con agua destilada para formar una solucion
de semillas y después con la ayuda de una
jeringa se sembré a cada tubo de ensayo 1 ml
de la solucibn con semillas. Los tubos
sembrados permanecieron en la sala de
crecimiento por 65 dias a una temperatura de
23°C, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de
oscuridad.

DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Resultado de las combinaciones de los
factores de estudio (métodos de desinfeccion y
suplementacion de agua de coco en los
medios de cultivo) cuyos tratamientos se
encuentran descritos en la tabla 1. Cada
tratamiento tenia 15 repeticiones y esta
representada por un tubo de ensayo. El disefio
experimental corresponde a un disefio
completamente al azar. El andlisis de datos se
realiz6 a través del programa estadistico
INFOSTAT (2010), el ANVA (analisis de
varianza) y la prueba Tukey fueron analizados
a un nivel de significancia del 5%.

Tabla 1. Tratamientos resultantes de la combinacion de factores de estudio
Tratamiento Combinacion de factores de estudio
T1 Desinfeccion semillas 0.5%*5 min y 10% agua de coco
T2 Desinfeccion semillas 0.5%*5 min 20% de agua de coco
T3 Desinfeccion semillas 0.5%*5 min jeringa 10% agua de coco
T4 Desinfeccion semillas 0.5%* 5 min jeringa 20% de agua de coco
T5 Desinfeccion de la capsula 1%* 5min 10% agua de coco
T6 Desinfeccion de la capsula 1%* 5min 20% de agua de coco

Las variables de respuesta fueron: a) porcentaje de viabilidad, b) porcentaje de contaminacién y c) fases

del desarrollo de la germinacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de viabilidad de las semillas

Las semillas de Zigopetalum maculatum con la
prueba de terrazolium fue 68.7% +11.9 de
viabilidad y con 1.75% de semillas vacias sin
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embrién (Figura 1). Duarte et al (2017)
menciona que la baja viabilidad de las semillas
y gran volumen de aire que poseen las
semillas de orquidea terrestre, podrian
dificultar la humectacién de la misma y por
ende su germinacién y el resultado en Z.
maculatum podria ser explicado por él autor.
Ademés, es importante considerar que el
porcentaje de viabilidad es variable depende
de la especie esto fue demostrado (Mufioz y
Jiménez, 2008) en el género Phragmipedium
reporto para P. humboldtii fue 34.3%, en P.
longifolium 44.7% y P. pearcei 82.3% de
viabilidad de las semillas.

Figura 1. Semillas viables tenidas el embrion
color rojo con Tetrazolium y semillas sin
embrion

Porcentaje de contaminacion

Los tratamientos T3 y T4 presentaron mayor
porcentaje  de  contaminacién.  Ambos
corresponden al empleo de la técnica de
desinfeccion del método de la jeringa. A pesar
que la solucion desinfectante y tiempo es
similar en el Tl y T2 (sobres de té),
probablemente en el método de la jeringa
requiere mayor tiempo de exposicién, como
sefiala Morales (2011) recomienda para la
desinfeccion de semillas en Cattheya nobilior
por el método de la jeringa deben sumergirlas
2% de hipoclorito de sodio (NaClO) durante 15
minutos. Ademas, la concentracion del
desinfectante varia en funcion al material
vegetal, en orquideas se usa desde 0.1, 0.5 a
2.5% de NaClO, al igual que el tiempo de
desinfeccion varia desde 10 a 30 minutos.
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En la figura 2 se observa que las semillas
desinfectadas en sobre y dentro la jeringa en
los dos medios de cultivo al 10 y 20% de leche
de coco respectivamente presentaron mayor
porcentaje de individuos en fases mas
avanzadas de 3 y 4 en relacibn a las
desinfectadas en frutos. También se observa
gue al 10% de leche de coco fue superior de
todas las fases en relacion al 20% de este
aditamento.

El agua de coco es un inductor en la
germinacion, al igual que se emplea en
promover la formacion de brotes y también es
empleado en orquideas en reemplazo del
endospermo liquido debido semillas carecen
de endospermo. Al respecto, Patifio et al
(2011) sefala que el agua de coco actia como
agente promotor de la germinacién de semillas
con alto nivel de latencia, que coloca este
recurso como una alternativa adicional,
altamente eficaz y de bajo costo, para ser
utilizado en estrategias de propagacion vegetal
de especies con semillas de latencia profunda.
En los resultados encontrados en Z. maculaton
se podria indicar que hasta un nivel de 10% es
adecuado y no asi duplicando esta
concentracion. En un estudio realizado por
Santiago et al (2015) en Epidendrum falcatum
evidencio un mayor porcentaje de germinacion
se obtuvo en el tratamiento con MS con 10%
agua de coco, que el tratamiento control que
solo contenia MS basal. Tal situacion atribuye
Del Pozo, et al. (2005) debido que el agua de
coco contiene diversidad de hormonas con
accion citoquinina, por ejemplo, del tipo
isoprenoide, las cuales estan implicadas en el
proceso de division celular, y aromaéticas,
implicadas en procesos posgerminativos. En
orquideas terrestres de los géneros Habenaria
y Ophrys evidencio el efecto positivo del agua
de coco en el medio de cultivo, en término de
formacion y desarrollo de los protocormos
(Stewart y Kane, 2006; Kitsaki et al., 2004) lo
cual se refleja en Z. maculatun debido a su
hébito terrestre.
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Fases del desarrollo de la germinacién
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Figura 2. Porcentaje de semillas en fases de proceso germinativo en dos medios de cultivo y
distintos tratamientos desinfectantes

Porcentaje de germinaciéon

El ANVA mostro diferencias significativas con
respecto al tratamiento desinfectante y la
interaccion entre el tratamiento desinfectante
(F=43.98; GLygs; P<0.01) y (F=18.34; Glysa;
P<0.01). Sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas para el factor de
medios de cultivo (F=1.14; GL1g4; P>0.05). En
la comparacién de medias la desinfeccién en
sobres de papel y en la jeringa fueron
estadisticamente similares de 85.63% vy
87.07% de semillas germinadas que las
desinfectadas en el fruto que presento un
58,67%.

Resultado de la interacciéon de los factores de
estudio en la Tabla 2 se observa que las
semillas que fueron desinfectadas con 0.5% de
NaClO*5 minutos en sobres de papel y jeringa
con 10% y 20% de leche de coco alcanzaron

un 98% y 90% de germinacién (protocormos)
respectivamente. Comparando los resultados

con los tratamientos de la desinfeccion de
semillas en sobres de té resultan mas
favorables por su bajo perdida de

contaminacion en relacion al método de la
jeringa, por lo que resulta mas favorable por
emplear el T1 para Z. maculatum. En
orquideas la germinacion morfolégicamente se
la asigna fase protocormal, el cual puede
diferenciarse en plantula o formar cuerpos
parecidos a protocormos (PLBs) Arditti y Ernst
(1993). El tiempo de germinacién en Z.
maculatun fue muy similar al reportado por
Nagaraju y Mani (2005) en una especie del
mismo género, Z. intermedium este ultimo fue
cultivado en el medio MS a la mitad de
concentracion con 1.5 g I agua de coco con
0.25mg I"t PBZ y 0.1 mg I of NAA permitié la
formacion de protocormos en 64 a 70 dias.

Tabla 2. Efecto de la interaccién de los tratamientos de desinfeccion y
concentracion de agua de coco en el porcentaje total de semillas germinadas

Tratamiento F2 F3 F4 ngarL?r?;?jggs

T1 6 36 56 98

T2 15 11 43 69

T3 13 11 61 85

T4 16 19 55 90

T5 42 3 28 73
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CONCLUSIONES

El porcentaje de viabilidad de las semillas de
Z. maculatum fue de 68.7%. Los tratamientos
de desinfeccién aplicados en semillas en
sobres de papel de té al 0.5% de NaCIlO y la
capsula al 1% de NaClO durante 5 minutos de
desinfeccion. De los tratamientos
desinfectantes las semillas alcanzaron fases
de desarrollo de germinacion mas avanzadas
de F3 y F4 que las procedentes de frutos, los
cuales tuvieron un comportamiento inverso. El
mayor porcentaje de germinacion fue 90%
mediante la utilizacién del medio de cultivo MS
con la adicion 10% agua de coco con el
tratamiento de desinfeccién en sobre de té con
una solucion de 0.5% de hipoclorito de sodio
durante 5 minutos de inmersién
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Resumen

El platano (Musa x paradisiaca L.) es de vital importancia para la seguridad alimentaria debido a su alta
demanda en el &mbito nacional y mundial.

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la FCAPF y V; el objetivo del presente
trabajo fue encontrar un nivel apropiado de los reguladores de crecimiento; donde se evalu6 la
optimizacién de medios de cultivo para la micro propagacion in vitro de cinco variedades de platano con
genotipos AAB del banco de germoplasma del INIBAP. El disefio utilizado fue completamente al azar
(DCA), con cuatro repeticiones; en la fase de multiplicaciéon se probaron cuatro diferentes niveles de
citoquinina (BAP) 1.5, 2.5, 3.5y 4.5 mg/l y en la fase de enraizamiento se utilizaron tres niveles de auxina
(AIA) de 0.5, 1.5y 2.5 mg/l. Los mejores resultados obtenidos para la maximizacién del nimero de brotes
laterales por explante fueron para la variedad Congo2 el nivel de 2.48 mg (BAP)/I, para Cornel con 3.42
mg (BAP)/l y para la variedad Moufoubila 2.60 mg/(BAP). Los resultados obtenidos en la segunda fase
para el nimero de raices se maximizan en la variedad Moufoubila con 1.16mg AlA/l y en la variedad
Pelipita para longitud de raiz aplicando 1.38 mg/l de AlA.

Palabras Clave: genotipos, in vitro, BAP, AlA.

INTRODUCCION

El platano es uno de los cultivos mas
importantes a nivel mundial al constituir el
alimento basico de millones de personas en
los paises tropicales en vias de desarrollo y
una importante fuente de ingresos para los
mercados locales e internacionales (Frisén y
Sharrock, 2000).

La produccion mundial de platano ha
mostrado una tasa de crecimiento en continuo
ascenso, en los (ltimos diez afios la
produccion mundial de platano fue de
33.503.221 Tn, segun informacién de los datos
que lleva el Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos, este pais y Europa son los
principales importadores de platano de
América del Sur y Centroamérica, los mayores
aportes lo hacen Africa, América Latina y el

Caribe (LAC) y Asia en muchos casos esta
disociada al mercado interno, donde  este
producto suele formar parte de la agricultura
de subsistencia (FAO, 2008).

El platano es altamente energético, sus
carbohidratos son facilmente asimilables por el
organismo, compuesto principalmente de
agua, carbohidratos, proteinas y grasas; es
rico en vitamina A, B, C y minerales (Simmons,
1973). Ademas, posee diferentes usos entre
los que se destacan el medicinal, la produccion
de alcohol y como fuente de fibra (INIBAP,
2001, INIBAP, 2002).

El cultivo del platano en Bolivia tiene una alta
importancia social y econémica, por ser uno de
los productos fundamentales de la canasta
familiar principalmente del poblador de la
Amazonia y Yungas, comprendidas entre los
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departamentos del Norte de La Paz,
Cochabamba, Beni, Santa Cruz y Pando.
Actualmente se tiene una produccion de
338.90 Tn. Rendimientos de 9.286 kg /ha y
una superficie cultivada de 36.516 ha. Por otro
lado, permite la generacibn de ingresos
economicos en forma permanente como
producto de la comercializacion local y regional
(INE, 2010). La produccién se destina al
consumo familiar y a la venta, siendo sus
precios muy variables de acuerdo a la época
lluviosa o seca y su precio esta determinado
en funcion al precio de la papa.

Estudios realizados en el Proyecto: Plan de
promociéon de produccion de platano en el
Municipio de la Asunta publicada en el Manual
de Escuelas de Campo ACDI/VOCA (2010);
mencionan que los problemas de mayor
importancia son las plagas de insectos como el
Cosmopolites sordidus que en estado larval
ocasiona las mayores pérdidas en los
plantines (cormos), provocando un severo
dafo en las parcelas cultivadas.

Una de las desventajas de la propagacion
tradicional por cormos es precisamente la
diseminacion de plagas, ademas de tener una
baja de tasa de multiplicacién, de 6 a 9 hijuelos
/afio. En tal sentido se ha visto como
alternativa el uso del cultivo de tejidos como la
manera mas segura de propagar plantas libres
de plagas y enfermedades. Asimismo, las
variedades obtenidas del germoplasma de
musaceas del INIBAP  permitirdn diversificar
el germoplasma local de las variedades de
platano de nuestro pais.

El objetivo general de la presente investigacion
fue optimizar los medios de cultivo para la
micro propagacion in vitro de cinco variedades
de platano (Musa AAB) del banco de
germoplasma del INIBAP, cuyos objetivos
especificos son:

<+ Determinar el nivel optimo de citoquinina
(BAP) para obtener un mayor numero de
brotes laterales por explante de platano.
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+ Determinar el nivel de concentracion de
auxina (AIA) para el enraizamiento de
plantulas in vitro de platano.

< Evaluar tres formas de inoculacion de las
vitroplantas de platano en la fase de
aclimatacion.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia de la FCAPV y F- UMSS. El
experimento fue desarrollado en dos fases:
Fase | multiplicacion y Fase Il enraizamiento.

La metodologia comprendid: esterilizacion del
material de laboratorio, preparacion de medios
de cultivo (Murashige & Skoog MS; 1962), con
los diferentes reguladores de crecimiento (BAP
y AlA), ajustados a un pH: +-5.8.

El material vegetal se obtuvo de la coleccion
del germoplasma del INIBAP el mismo que se
detalla en el cuadro 1.

Cuadrol. Variedades de platano del Germoplasma
del INIBAP

Varedader de Codigp de Nimeroe de
Platano m tuhos

Eaka ITC00%E ]

Congo 2 ITC00E; ]

Come 1 ITCO7# ]

Moaforbila [0 ]

Pelipita ITio00es 4

Fase de Multiplicacion

Para esta etapa se establecié un experimento
con 20 tratamientos que se evaluaron en un
disefio completamente al azar (DCA) en
arreglo factorial de 5x4 con cuatro
repeticiones, variando las concentraciones de
BAP; se consideraron rangos de: 1.5, 2.5, 3.5
y 4.5 mg /| de BAP con el fin de determinar en
cual de ellos se observaria un mejor efecto en
la generacion de brotes laterales/explante de
platano. Para cada tratamiento se prepararon
1000 ml de medio, estableciendo cuatro
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repeticiones cada una con 25 ml de medio de
cultivo, presentando los siguientes
componentes fijos: sales M&S, myo-inositol
100mg/l, azacar 30gr/l, thiamina 0.3mg/l, AIA
0.2mg/l, con un pH de 5.8.

Se tomaron plantas bien desarrolladas, de
tamanfo uniforme de 0.8 a 2.4 cm, se efectud la
limpieza del tejido oxidado. Luego se procedio
a transferirlos al medio de multiplicacion
enriguecido con citoquininas (BAP); los
explantes fueron incubados a 27°C + 1 y un
fotoperiodo de 16 horas luz, una intensidad
luminica de 2500 lux suplidos por fluorescentes
de luz blanca marca Gro-lux de 20 w; los
tratamientos se evaluaron a los 60 dias, en
cada unidad experimental se registré el
namero de brotes/ tratamiento segun la
variable: nimero de brotes laterales/explante.

Fase de Enrraizamiento

Se disefiaron tratamientos considerando dos
factores, variedades de platano (V) y tres
niveles de AIA (N) combinados, los mismos
gue se consideraron en rangos de: 0.5, 1.5y
2.5 mg /I de AIA, obteniendo 6 tratamientos
con 10 repeticiones /tratamiento.

La metodologia consistié en separar los brotes
laterales con 2.5 cm de altura; se transfirieron
al medio de cultivo enriquecido con los
diferentes niveles de auxinas.

Las evaluaciones se realizaron a los 60 dias,
durante los cuales se observé el crecimiento y
emision de raices y el desarrollo de las
plantas. Las variables consideradas fueron:
Numero de raices y longitud de raices.

Aclimatacion

Se consideraron dos factores de estudio: dos
variedades de platano Moufoubila y Pelipita
(V) y tres formas de inoculaciéon (F) inmersion
en raiz desnuda, inoculaciéon en el sustrato y
testigo; el producto esta a base de micorrizas,
Bacillus subtilis y Trichoderma en etapa de
prueba de PROINPA (Noel Ortufio
comunicacion personal 2011). La variable
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evaluada fue: Porcentaje de sobrevivencia a
los 45 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de multiplicacién

En esta fase se determindé el numero de
brotes/explante de las cinco variedades de
platano en un periodo de 60 dias.

Mediante el andlisis de varianza presentaron
diferencias significativas (Pr<0.01) en las cinco
variedades de platano. Efectuadas las
comparaciones de medias entre variedades,
se determin6 que la variedad Moufoubila tuvo
una mejor respuesta en la tasa de
multiplicacién con 10.42 brotes laterales por
explante seguido de la variedad Congo 2 con
10.10 brotes laterales; la variedad Corne 1 con
9.67 brotes, Pelipita con 9.21 brotes vy
finalmente Baka con 8.75 brotes laterales por
explante, donde se observa que la tasa de
multiplicacion es varietal (figural).

Tasa de Multiplicacicn enlas cincovariedadas da Musa ]
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:=' k
Baka Congo? | Cornel | Moufou | Pelipita
bi|
BSeriesl| 875 | 100 967 | 1042 921
Figura 1. Numero de brotes en las cinco

variedades de platano.

Conam (2005), expresa que, en una poblacion
de una especie vegetal, no existen individuos
que tengan la misma informacién genética
(ADN), lo que se conoce como variabilidad
genética, lo que influye en la variacion de las

concentraciones hormonales y en la
regeneracion de brotes.
Segun los analisis estadisticos realizados

entre la tendencia lineal y cuadratica se
observa diferencias estadisticas (Pr<0.01) en
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tres variedades de platano (Congo2, Cornel y
Moufoubila) el mismo que se observa en la
figura 2.

En la variedad Congo2 se determiné que el
namero de brotes laterales por explante se
maximiza con 2.48 mg (BAP)/I seguido de la
variedad Corne 1 con 3.42 mg (BAP)I y
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finalmente la variedad Moufoubila donde se
maximiza el nimero de brotes/ explante de
platano con 2.60 mg/ | (BAP) figura 2. Sin
embargo, estudios realizados por Canchignia,
2004, con concentraciones de 2.5 mg/l de BAP
y 0.8 mg/l de AIA obtuvo 5.25 brotes en la
variedad Barraganete.
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Figura2. Efecto de BAP en la generacion del numero de brotes laterales por explante en las
tres variedades de platano (Congo2, Cornel y Moufoubila).

Investigadores como: Chaix, (1981); kester et
al., (1977), citado por Grattapaglia y Machado
(1997), indican que las citoquininas,
especialmente bencilaminopurina  (BAP)
estimulan el desarrollo de yemas vy en altas
concentraciones suprime la elongacion. Se
han utilizado concentraciones de hasta 10 mg/l
de BAP, los cuales en el clon Zanzibar (AAB)
forman yemas mdltiples.

Fase de enraizamiento

El objetivo de esta fase fue lograr que emitan
suficiente cantidad de raices para facilitar la
absorcion de agua y nutrientes del sustrato
ayudando a la adaptacion de las plantas en
condiciones ambientales (Juares y Zamora
2008).

los seis
presentaron

Mediante el andlisis de varianza,
tratamientos asignados

diferencias significativas (Pr<0.01) para la fase
de enraizamiento. Segun las medias
obtenidas, el mejor tratamiento para la
variedad Moufoubila fué el T1 con 0.5mg de
AlA/l donde se obtuvo 2.84 raices por explanto
de platano, seguido de T2 con 1.5mg AlA/l y
finalmente T3 con 2.5mg/l que tuvo 2.10
raices. En la variedad Pelipita el mejor
tratamiento fue el T6 con 2.5mg AlA/l
obteniéndose 2.18 raices /explante de platano,
seguido de T5 con 1.5mg AIA/l con 1.91 raices
y finalmente T4 con 0.5mg AIA/l que generé
1.72 raices por explante, lo cual indica que
existen diferencias entre las dos variedades,
(figura 3).
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Figura 3. Efecto del AIA en el nimero de
apices en dos variedades de platano
Moufoubila y Pelipita

2,5

Analizadas las tendencias se determind que
existe un incremento lineal del numero de
raices a medida que aumenta el nivel de la
auxina AlA, hasta el punto de inflexion donde
disminuye tal como se observa en la figura 4.
En donde el numero de raices en la variedad
Moufoubila se maximiza con 1,16 mg AIA /l en
donde se tiene mayor nimero de raices (figura
4.)

Rangan y Mathews (1980), reportan que
obtuvieron mayor desarrollo y crecimiento de
raices en el medio White modificado por
Rangaswamy (1961) con adiciones de 0.05

mg/l de ANA y 0.40 mg/l de AIB.

Variedad Moufoubila
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Figura 4. Numero de raices en las variedades
de platano Moufoubila.

Para la longitud de raices se concluye que la
longitud de raiz de la variedad Pelipita se
maximiza aplicando 1.38 mg/l de AIA ver
(figura 5).
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Figura 5. Longitud de raices variedad Pelipita

Fase de aclimatacion

En esta fase se observa un efecto significativo
del porcentaje de sobrevivencia a los 45 dias,
en la interaccion de variedades con formas de
inoculacion, destacandose el sustrato
inoculado con 5 gr de producto/planta (T3) en
ambas variedades, obteniéndose 20 plantas
vivas como promedio, seguido de Ila
inoculacion a raiz desnuda (T2) con 15 plantas
vivas y finalmente se ubico el testigo con 9
plantas vivas en la variedad Moufoubila y 4
plantas vivas en la variedad Pelipita, como se
observa en la (figura 6).

Efectividad de las tres formas de inoculacion
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Figura 6. Efectividad de las tres formas de
inoculacion

CONCLUSIONES

% Las cinco variedades de Platano fueron
manejadas bajo las mismas condiciones de
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laboratorio obteniendo variantes significativas
en su comportamiento, como respuesta de la
variabilidad genética del material vegetal,
resultando como la mas promisoria la variedad
Congo2.

En general se observé una respuesta lineal
directa del nimero de brotes por explante
respecto a los cuatro niveles de BAP.

% El andlisis de la interaccion de los factores
de estudio: variedades y niveles de BAP,
determin6 como los niveles Optimos para la
maximizacion de los brotes laterales por
explante, la aplicacion en la variedad Congo2
de 2.48 mg (BAP)/l, en Cornel 3.42 mg
(BAP)/II 'y finalmente para la variedad
Moufoubila 2.60 mg/ (BAP).

% Con las variedades Pelipita y Baka
estadisticamente no existen niveles
apropiados que influyen en la generacion del
namero de brotes laterales por explante.

% El ndmero de raices para la variedad
Moufoubila se maximiza con 1.16mg AlA/l y no
existe un nivel apropiado para la variedad
Pelipita.

% La longitud de raiz de la variedad
Moufoubila, no requiere de un nivel 6ptimo,
porque luego de aplicados los diferentes
niveles no existen diferencias significativas en
la longitud. En la variedad Pelipita, se
maximiza la longitud de raiz aplicando 1.38
mg/l de AlA.

<+ En la fase de aclimataciéon la inoculacion
con 5 gr/planta de producto (T3) fue el méas
eficiente en la sobrevivencia de las
vitroplantas, obteniéndose como promedio 20
plantas vivas en ambas variedades
(Moufoubila y Pelipita).

RECOMENDACIONES

% Emplear los protocolos establecidos en
nuevos estudios para obtener mejores tasas
de multiplicacion y elaborar una guia
metodoldgica que sirva como soporte a futuros
trabajos en cultivo de musaceas en Bolivia.
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% Realizar méas estudios en la fase de
aclimatacion para evitar pérdidas del material
vegetal de las vitroplantas.
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Resumen

El platano y banano en Bolivia es un producto fundamental en la alimentacion del poblador de zonas
bajas siendo asi que si bien Bolivia no es un centro de origen estos cultivos forman a ser parte
fundamental de la dieta de los pobladores de zonas baja, segun el INE, 2022, registra aproximadamente
una superficie cultivada de banano 19,994 ha, con una produccion de 15,047 t/afio y un rendimiento
promedio de 30,080 t/ha. y no asi para platano que contempla una superficie de 40,788 ha, produccién
11,677tm y rendimiento de 476, 298 tn. Para contar con material madre, se han efectuado recolecciones
en zonas plataneras y bananeras de toda la cuenca andina amazoénica en donde se identificé las zonas
de estos cultivos. Logrando establecer una coleccién de variedades de locales en cada fundo
universitario, donde se caracteriz6 la morfologia de ambos cultivos, y se ha recuperado parte del vasto
conocimiento local sobre este cultivo. En los Laboratorio de las diferentes universidades se procedié a
establecer y multiplicar in vitro para su posterior enraizamiento y la validacién en campo, sin embargo, se
requiere aun generar los protocolos 6ptimos para la multiplicacion masiva de estos materiales, debido a
la fuerte presencia de fenoles en los sub cultivos, los mismos que intoxican a los explantes inviabilizando
su propagaciéon. Una vez superadas las limitaciones existentes el Laboratorio podra brindar a los
productores plantas de alta calidad sanitaria.

Palabras clave: conocimiento local, caracterizacién morfolégica, platano, cultivo in vitro

INTRODUCCION

En Bolivia, las musaceas tienen una particular
importancia debido a que son parte
imprescindible en la dieta diaria y en la
seguridad alimentaria de quienes habitan en
toda la cuenca andino — amazébnica; sin
embargo, uno de los mayores problemas que
se presentan en estos cultivos son las plagas
de insectos como el Cosmopolites sordidus
gue en estado larval ocasiona serias pérdidas
en el cultivo, reportandose dafios de hasta un
70% en las parcelas de agricultores, seguido
de la sigatoka amarilla y negra, Las zonas
visitadas en el proyecto referido a la
“‘Recuperaciéon de saberes locales vy
recoleccion de cultivares de banano vy
platano para su caracterizacién morfolégica
y multiplicacién in vitro”, que la UMSS

ejecuto en coordinacion con la UAGRM, EMI,
UAB y UAP, dentro de los proyectos del PIA
ACC que apoyo COSUDE y administrada por
AGRUCO.

Mencionar que el interés del proyecto fue
tomar énfasis en la importancia de estos
cultivos porque atraviesan problemas de
propagacion tradicional por cormos es
precisamente la diseminacion de insectos y
otros patégenos de suelo, principalmente
bacterias y nematodos, de un lugar a otro a
través de los hijuelos, siendo ademas su baja
tasa de multiplicacion, (6 a 9 hijuelos /afio). En
tal sentido, se ha visto como alternativa el uso
del cultivo de tejidos como la manera mas
segura de propagar plantas libres de plagas y
enfermedades.
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Segun el INE, 2022, Bolivia registra
aproximadamente una superficie cultivada de
banano 19,994 ha, con una produccion de
15,047 t/afio y un rendimiento promedio de
30,080 t/ha. y no asi para platano que
contempla una superficie de 40,788 ha,
produccién 11,677tm y rendimiento de 476,
298 tn.

Origen y Distribucién

Los bananos y platanos son nativos del
sudeste asiatico y se derivan de dos especies
silvestres, Musa acuminata Colla y M.
balbisiana Colla (Simmunds y Sherphered
1955, Simmunds 1973). Pertenece a la familia
de las muséaceas, es un hibrido triploide de
Musa Acuminata y Musa balbisiana
(Simmonds, 1962). El platano y banano se
cultiva alrededor de la India. Cerca del siglo V
antes de Cristo fue introducido posiblemente
en Africa del este y oeste entre los afios 1000
y 1500 de la era cristiana. (FAO, 2000). Los
platanos comestibles méas antiguos fueron, por
tanto, linajes diploides comestibles de Musa
acuminata Colla, como los que aln persisten
en gran ndmero en el sudeste de Asia
(Simmonds, 1962).

Clasificacion Taxondmica

Las musaceas pertenecen a la clase de las
monocotileddneas, al orden Zingiberales y a la
familia Musaceae, la cual incluye a los géneros
Musa y Ensete. El género se divide en cuatro
secciones: Autralimusa, Callimusa,
Rhodochlamys y Emusa. Esta ultima seccion
comprende a las especies M. acuminata y M.
balbisiana. El numero béasico cromosémico
para la seccion Eumusa es de n=11. Las
musaceas comestibles usualmente se dividen
en dos especies M. acuminata y M. balbisiana
que son diploides (Simmonds 1962). La
poliploidia y el genomio de cada cultivar esta
representado con la letra A para indicar la
procedencia de M. acuminata y con la letra B
para M. balbisiana. Segun Vergara (2012), los
frutos dan entre 80 y 180 dias en desarrollarse
por completo, el platano es polimorfico, cada
racimo puede tener de 5 a 20 manos, y cada
mano de 2 a 20 frutos. El fruto, oblongo, baya
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alargada de 10 a 30 cm de longitud,
encorvada, corteza lisa, color amarillo-verdoso,
amarillo, amarillo-rojizo o rojo; durante su
desarrollo estos se doblan geo trépicamente,
segun su peso, dobla el pedunculo o véastago,
esta reaccion determina la forma del racimo
(www.promusa.org/Morfolog). La pulpa es
blanca a amarilla pero varia en funcion a la
variedad, rica en almidéon y dulce; en los
platanos puede resultar algo astringente o
gomosa por su contenido en latex, harinoso y
seco.

Cultivo in Vitro de Musaceas

Los primeros reportes del uso de cultivo de
tejidos en banano fueron reportados en Taiwan
y China a principios de 1970. Sin embrago, la
propagacion a nivel comercial se ha
desarrollado en la década de los ochenta
principalmente por Israel, Australia. Costa Rica
y Venezuela entre otros. (Pocasangre L.
1993). La mayoria de los investigadores en
Musa utilizaron el medio de las sales
inorganicas de Murashige y Skoog (1962).
Este medio sirve de base pero es modificado
de acuerdo a las necesidades y objetivos de la
investigacion 'y se va acomodando al
requerimiento que se desea de los explantes
en cada fase.

La ventaja de este sistema es que las plantas
son uniformes en sus caracteristicas y estan
libres de nematodos y de la mayoria de las
enfermedades. Existen algunas desventajas,
no obstante, y consisten en el riesgo de
presentar, luego de numerosas
multiplicaciones, variantes somaclonales, del
largo periodo de tiempo que toma a las plantas
pequefias obtenidas por este método en
alcanzar el tamafio adecuado para ser
sembradas en campo y, consecuentemente,
en que no existe una amplia disponibilidad de
este material.

Para la micro propagacion de muséceas,
generalmente se utiliza el medio Murashige y
Skoog (Sandoval, 2001), adicionados con
vitaminas (myo inositol, tiamina-HCI,
piridoxina-HCI, glicina y &cido nicotinico),
sacarosa, reguladores de  crecimiento
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(benciladenina) y gelificando generalmente con
Agar (Palma y Montero, 2002).

METODOLOGIA

La preparacion de medio de cultivo se preparo
en cada fase y se escoge de acuerdo a los
objetivos que persigue el propagador de
plantas. La cantidad de BAP es de acuerdo a
cada fase (cuadro 1); se adicion6 30gr/l de
azucar blanca refinada, misma que se diluye
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utilizando un agitador. Se aforo la solucion a 1
litro de agua des ionizada seguidamente se
midio y ajusto el pH a 5.8. Seguidamente se
adiciono solidificante phytagel de 2.5gr/I.

La distribucion del medio en frascos o tubos de
ensayo se dispenso en volumen uniforme. En
caso de tubos se us6 de 10-15ml y las de
gerber 25 a 30ml. Luego se esterilizo a 15
libras de presion y 120 °C durante 20 minutos.

Cuadro 1. Medios de cultivos para Muséaceas

Componentes de Fase de inicio Fase de | Fase de
medio de cultivo multiplicacion enraizamiento
Sales Ms Completo Completo Completo
BAP 2ml/l 35mit |
AG3 03mi | e
AB | e 1,5ml/l
My-inositol 100mg/l 100mg/I 100mg/I
Tiamina 100mg/l | e | e
Azlcar 30 gr/l 30 gr/l 30 gr/l
Carboén active lgr | e e
Phytagel 2.5gr/l 5gr/l 2.5gr/1
pH 5.8 5.8 5.8

Asi mismo Pérez et al. (2013), indica que
suplementado con 2 mg.L-1 de 6-BAP; 3,5
mg.L-1de AIA; tuvo mejores resultados en la
propagacion del cultivar de platano vianda
«INIVITPV-2011» (AAB), aplicando el método
de inmersion temporal. Del mismo modo
usando medio liquido MS Rios et al. (2013)
propagaron platano «cambumber manzano»
usando medio de cultivo MS, con varias
concentraciones de BA (0, 2,5 y 5 mg/l con
yemas apicales mostro mejores resultados con
3.5 BAP para el cultivar de platano bocadillo.

del

Seleccién vy material

vegetal

preparacion

Seleccionar plantas madre sin sintomas de
enfermedades y bastante vigorosas. Los
hijuelos deben tener una altura de 30 a 50cm,
el material es extraido con sumo cuidado con
la ayuda de un machete o pala recta para
evitar las heridas al hijuelo, el transporte del
rizoma debe hacerse en recipientes o bolsas
que tengan buena ventilacion.

En la sala de lavado los rizomas deben lavarse
con agua; se elimina la vaina foliar y se realiza
una primera reduccién a un tamafio de 10cm,
considerando que la parte basal tiene un
tamafio de 5¢cm y la parte superior otros 5¢cm.

Desinfeccion y fase establecimiento e
induccion del crecimiento De Los Explantes

Se eliminan las vainas foliares hasta un
tamafio de 4cm por 4cm. remojar en una
solucion fangica y bactericida (fungobact) a
razén de 1g/lI durante 20 minutos, se realiza un
enjuague con agua de grifo, sumerger los
rizomas en lavandina al 3.6% durante 15
minutos; seguidamente se enjuaga tres veces
con agua esterilizada y se realiza una nueva
disminucion de tamafio. Menor a 3cm.
Ramirez-Villalobos et al. 2004), altas
concentraciones de NaClO y/o tiempos muy
prolongados (mayores a 20 min), se inhibe el
crecimiento del explante. Asimismo Araya
(2000), menciona que a mayor concentracion y
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tiempo de exposicién en NaOCI, hay un menor
porcentaje de contaminacion.

En la cAmara de flujo laminar, se realizé la
segunda desinfeccién con NaCl al 5% durante
8 minutos; enjuague tres veces con agua
estéril por 3 minutos en agitacién constante.
Los explantes se depositan en frascos con una
solucion antioxidante de acido ascorbico (100
mg/ 1) o con cisteina estéril (60 mg /) durante
10 minutos esto para evitar la oxidacion.
Geronimo 2012. Del mismo modo, Utino et al.
(2001).

Las condiciones de incubacion son de 27 a 28
°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas de oscuridad. A los 7 a 10 dias en
oscuridad, los frascos se llevan a la camara de
crecimiento hasta completar los 30 dias en
donde se apreciara el verdeo del explante; en
esta etapa es conveniente cambiar de medio
de cultivo y realizar el rompimiento de la
dominancia apical. Ver figura 1

Figura 1. Reduccion del explante

Figura 2. Verdeo del explante de platano
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Murashige (1974), (Amiot et al. 1996, Bray et
al. 2000), sefalan que en la etapa de
establecimiento in vitro en algunas especies es
necesario agregar al medio de cultivo
antioxidantes para evitar la oxidacion del
explante. Los antioxidantes mas usados en el
platano son el acido ascorbico, &cido citrico
adicional al medio de cultivo (George 1996,
Jiménez 1998). Aliyu (2005), mencionan que
mediante la adicién de carbén activo (CA) se
evita la oxidacion del explante.

Fase de multiplicacién y crecimiento de los
brotes

Los brotes laterales a partir del explante inicial
varia de acuerdo a los cultivares propagados.
Pero aproximadamente es de 45 dias; la tasa
de multiplicacion depende del material
propagado y de la manipulacién in Vvitro,
principalmente del medio de cultivo y del
nuamero de subcultivos en el caso del banano
puede oscilar entre 2 a 5, mientras en el caso
del platano es de 2-4 explantes Gerénimo
2013. Al respecto, Canchignia, (2004), obtuvo
en la etapa de multiplicacion 5.25 brotes al
utilizar concentraciones de 2.5 mg BAP /I con/
0.8 mg/l de AIA en la variedad Barraganete, lo
cual demuestra que la tasa de multiplicacion
es varietal, (figura3y 4).

Figura 3. Limpieza del tejido oxidado
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Figura 4. Generacion de brotes

Al respecto, Jiménez (1992) menciona que la
oxidacion fendlica constituye un problema en
el establecimiento de meristemas y apices, los
cuales se manifiestan como un
ennegrecimiento del medio de cultivo que
comienza cerca al explante y puede
extenderse a todo el medio produciendo una
serie de afecciones en el crecimiento del
mismo, al que puede provocar la muerte.
(Palma y Montero, 2002).

Se las transfiri6 a un medio de multiplicacion
con cito quininas, para estimular la formacion y
multiplicacion de brotes. A los 34 dias
aproximadamente. Concluido el repique de los
explantes, éstos son llevados a la sala de
crecimiento (Sandoval, 1991). Posteriormente
se dejan otras 4-5 semanas donde se observa
la generacién de brotes laterales o hijos de
platano tal como se observa en la (figura 4).
Se realizan ocho etapas de multiplicacion cada
22 dias, y se siembran al nuevo medio de
multiplicacién, para su continua reproduccion.

Enraizamiento y Aclimatacion

Para la fase de enraizamiento se adiciono 1.5
mg/l de AIB al medio de cultivo con la cual
presentan un mayor namero de raices y 1gr/ |
de carbon activo. Al respecto (Hermosilla,
2003), menciona que los explantes
transferidos a un sustrato limpio favorecen a la
emision de hojas bien desarrolladas ya que
inician los procesos de fotosintesis.

Transcurridos los 15 -20 dias de sembradas
en el medio se desarrollan las raices,
seguidamente a los 40dias de iniciado el
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enraizamiento se pueden establecer a
condiciones de invernadero es importante
considera que las vitroplantas que tengan una
altura de 6 a 8 cm con 3 a 5 hojas.
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Evaluacién molecular de genes de resistencia a la antracnosis en seis
ecotipos y una variedad de vaina
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Resumen

La produccion de vainita esta limitada por la alta incidencia de la antracnosis, enfermedad que puede
presentarse durante todo el ciclo del cultivo. La resistencia a antracnosis en Phaseolus vulgaris L. esta
condicionada principalmente por diez genes mayores independientes, numerados de Co-1 a Co-11, estos
genes distribuidos a lo largo del genoma, ofrecen a los mejoradores la oportunidad de piramidar genes.
En el presente trabajo se evalué 6 ecotipos, una variedad de vaina y una de frijol con 12 marcadores
SCAR, que fueron ajustados para identificar los genes de resistencia a la antracnosis. En los materiales
de evaluacion se pudo identificar la presencia de los genes de resistencia Co — 42, Co-2, Co-4, Co-6, Co-
3/Co9, Co-10 y Co-9. La amplificacién de los marcadores fue corroborada mediante la secuenciacién lo
que permitié identificar que los fragmentos amplificados por los cebadores SZ20 y SC08 no corresponden
a genes de resistencia.

Palabras clave: Antracnosis, SCAR, Resistencia, secuenciacion.

INTROD ION medida de control y la mas econdémica para el
ODUCCIO agricultor (Morros & Pire, 2003).

Vainita o habichuela son nombres comunes
dados a variedades de Phaseolus vulgaris L.
desarrolladas para consumo como Vvainas
verdes, caracterizadas por tener bajo
contenido de fibras. En su mayoria estas
variedades provienen de Estados Unidos de
América y de Europa (Voysest, V., 2000).

La resistencia a antracnosis en Phaseolus
vulgaris esta condicionada principalmente por
diez genes mayores independientes,
numerados de Co-1 a Co-11 (Kelly & Vallejo,
2004). Con excepcién de Co-7 y co-8, todos
los loci descritos han sido mapeados en
diferentes grupos de ligamiento. La
independencia de estos genes distribuidos a lo
largo del genoma ofrece a los mejoradores la
oportunidad de piramidar genes
complementarios y con base en su espectro de
resistencia, escoger los alelos mas efectivos
para obtener una resistencia durable (Kelly &
Vallejo, 2004).

La produccién de vainita estd limitada por la
alta incidencia de la antracnosis, enfermedad
que puede presentarse durante todo el ciclo
del cultivo, trayendo como consecuencia la
reduccion drastica del rendimiento y la pérdida
de calidad de mercado por las lesiones en las
vainas. La alta prevalencia y severidad de esta
enfermedad ocasiona pérdidas en rendimiento,
superiores al 40% si no se realizan medidas
oportunas de control y las pérdidas pueden ser
del 100% cuando se siembran semillas
severamente infectadas bajo condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad.
El empleo de variedades resistentes obtenidas
a través del mejoramiento genético es la mejor

Dentro de los marcadores que se han descrito
por estar ligados a genes de resistencia a
antracnosis en frijol, se encuentran varios de
tipo SCAR (Sequence Characterised Amplified
Region), dos de los cuales son especificos
para los genes de G2333. El primero es
SAS13, que amplifica una sola banda
dominante y polimdrfica con un peso de 950
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pb, presente sélo en los materiales resistentes
a antracnosis que portan el gen Co-42 (Young
et al., 1998) y el segundo es SAB3, que
amplifica una sola banda polimérfica de 450 pb
asociada a la resistencia conferida por el gen
Co-5 (Vallejo & Kelly, 2001). Estos marcadores
han sido utilizados para el mejoramiento de
frijoles arbustivos en Brasil y Estados Unidos
(Garzon et al., 2007).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar 6
ecotipos, una variedad de vaina y una de frijol,
con el fin de analizar la resistencia a la
antracnosis a traves de marcadores
especificos SCAR, para generar informacion
sobre los genes de resistencia presentes en el
material de estudio y usar esta informacion
para el desarrollo de variedades de vaina con
resistencia duradera a la antracnosis.

MATERIALES Y METODOS

En el Centro Fitotecnico y de Semillas
Pairumani se trabaj6 con 12 marcadores
SCAR disefiados especificamente para

identificar genes de resistencia a antracnosis
(Colletrotrichum lindemuthianum). Los ecotipos
usados fueron 6 denominados como: V1, V2,
V3, V4, V5, cola de raton y las variedades
Vainita enana y Carioca Mairana. Los
marcadores ajustados fueron: SQ4, SW12,
SY20, SBB14, SC08, SAS13, SH18, SABS3,
SZ20, SZ04, SB12 y SF10. La extraccién de
ADN fue realizada por el método Cloroformo
INTA 2015, las condiciones de PCR para la
amplificacion de los marcadores SCAR fue
ajustada en funcion a los autores indicados en
el trabajo de Kelly et al. (2003). Los
fragmentos amplificados fueron limpiados con
el kit GenElute Gel Extraction y posteriormente
enviados a la empresa Macrogen GeneScan
Service, para su secuenciacion.

RESULTADOS DISCUSION

Los fragmentos amplificados fueron enviadas a
secuenciar para verificar que el fragmento
pertenece al gen de resistencia, esto debido a
gue algunas amplificaciones no estaban en el
tamafio esperado. Los productos PCR de ocho
cebadores fueron secuenciados, los resultados
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se compararon mediante un Blast entre la
secuencia problema y las bases de datos
disponibles en NCBI. Los resultados de los
alineamientos de los fragmentos amplificados
con el marcador SZ20 no corresponden al gen
de resistencia, segun Kelly et al. (2003), la
secuencia amplificada por el marcador se
reporta en el cromosoma 7 y al realizar el
alineamiento, el fragmento se reporta en el
cromosoma 3. De igual manera para el
marcador SCO08, el gen es reportado en el
cromosoma 8, después del Blast con el mismo
marcador este es reportado en el cromosoma
1 (tabla 1). Al respecto Sanchez-Betancourt et
al. (2008) indican que la diferencia en los
resultados utilizando los mismos marcadores
se podria explicar por la variabilidad genética
molecular de los genotipos. De los doce
cebadores usados en este trabajo dos no
amplificaron (SH18, SAB3 que identifican los
genes Co — 4% y Co-5 respectivamente).

La secuenciacion permiti6 corroborar los
resultados de correspondencia con los genes
amplificados en las diferentes variedades. En
el presente trabajo los genes de resistencia
Co — 4% y Co-6 estan presentes en todas las
variedades, segun Balardin & Kelly (1998) el
gen Co — 42 es el Ginico gen capaz de superar
el patotipo 2047, Gallego et al. (2010) indica
gue el gen Co-6 presenta una amplia base de
resistencia a un gran numero de razas del
patdgeno, especialmente aquellas de origen
Andino.

En el presente trabajo se pudo identificar la
presencia de genes Co — 4%, Co-4, Co-2 y Co-
6 Co-3/Co9 (verificados por secuenciacion) y
los genes Co-10 y Co-9 visualizados en gel de
agarosa. Estos genes son de resistencia a la
antracnosis en las diferentes variedades y
ecotipos, los que pueden ser usados en
programas de mejoramiento, al respecto
Balardin & Kelly (1998) indican que la pirdmide

de genes de resistencia diversos
genéticamente, usando la SAMM vy
desplegando  combinaciones de genes

diferentes en regiones diferentes, es propuesta
como la prueba mas practica y realista para
proporcionar un eficiente control a largo plazo
de antracnosis en Phaseolus vulgaris en un
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periodo de tiempo de obtencion relativamente
corto.
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NA=no amplifico, SC=Sin secuenciar

Cuadrol: SCARs amplificados y secuenciados

SCAR Cromosoma Cromosoma Gen de resistencia
reportada blast

SZ04 7 7 Co-6
SBB14 8 8 Co — 42

SQ4 11 11 Co-2, Ur-11
SCO08 8 1 Co-4
SAS13 8 8 Co — 42
SwW12 4 4 Co3/Co9.
SY20 8 8 Co-4
SZ20 7 3 Co-6
SH18 8 NA Co — 42
SAB3 7 NA Co-5
SB12 4 SC Co-9
SF10 4 SC Co-10

Cuadro?2: Genes identificados en las variedades

Ecotipo-Variedad Genes amplificados

Primer

Vaina enana (VE) Co — 42, Co-2, Co-4, Co-6

SBB14, SQ4, SY2, SZ04, SAS13.

Cola de raton (CR) Co — 4%, Co-2, Co-4, Co-6

SBB14, SQ4, SY20, SZ04, SAS13.

V1 Co — 42, Co-6, Co-4, Co-9

SBB14, SY20 SZ04, SAS13, SB12

V 2 (V. negra)

Co — 4%, Co-3/Co0-9, Co-4, Co-6, Co-

SW12, SY20, SBB14, SZ04, SAS13, SF10.

10.
V3 Co — 4,Co — 4%, Co-10, Co-6 SBB14, SZ04, SAS13, SY20, SF10.
V4 Co — 4,Co — 4?, Co-6, Co-10. SY20, SBB14, SZ04, SAS13, SF10.
V5 Co—4,Co — 4% Co-6 SY20, SBB14, SZ04, SAS13, SC08, SZ20.
C. Mairana Co — 42, Co-3/Co-9, Co-2, Co-6, Co- | SBB14, SW12, SQ4, SZ04, SAS13, SF10,

10, Co-9, Co-4

SB12, SY20

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se pudo identificar la
presencia de los genes Co — 42, Co-4, Co-2,
Co-6 (verificados por secuenciacion) y la
visualizacién de los genes Co-3/Co, Co-10,
Co-9, como genes de resistencia a la
antracnosis en los diferentes ecotipos y
variedades.

Los cebadores SZ20 y SCO08 que identifican
genes Co-6, Co-4 respectivamente, no
corresponden al gen de resistencia, verificado
mediante secuenciacion.

La secuenciacion permiti6 corroborar los
resultados de correspondencia con los genes
de resistencia amplificados en las diferentes
accesiones.

De los doce cebadores usados en este trabajo,
los cebadores SY20 y SAB3 que identifican los
genes Co-4 y Co-5 no amplificaron.
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Cultivo in vitro de Fusarium sp. para la inoculacion y seleccion de
tolerancia en 84 familias de maiz de la variedad Pairumani Choclero 2

Céspedes Polo Ligia M., Vera C. Jhonny y Choque Ariel,

Resumen

El cultivo de maiz en Bolivia en las zonas de valles interandinos es atacado por hongos del género
Fusarium, con resultados de pérdidas mayores al 50 % del rendimiento en grano sobre todo en
variedades susceptibles que han dejado de ser sembradas por esta causa, en la mayoria de las zonas
con tradicién en la produccién de variedades nativas.

En el Centro Fitotécnico y de Semillas Pairumani se formo la variedad de maiz Pairumani Choclero 2 (con
demanda alta en estado de choclo y de grano), para las zonas con alta incidencia de enfermedades como
el palmarado y la fusariosis de planta y mazorca. Esta variedad se encuentra en un programa de
selecciébn para incrementar la tolerancia al ataque Fusarium verticillioides; para lo cual, se viene
empleando la técnica de inoculacién artificial del patégeno, para asegurar su presencia y evitar escapes

que podrian llevar a resultados erréneos.

Palabras claves: Seleccién, tolerancia, pudricion de mazorca, inoculacién.

INTRODUCCION

Una de las enfermedades en el cultivo de maiz
gue ocasiona pérdidas considerables es la
pudricion de la mazorca ocasionada por el
hongo Fusarium verticillioides, por lo que se
vio la posibilidad de seleccionar familias con
tolerancia en la variedad Pairumani Choclero
2, de muy buena aceptaciéon y demanda del
mercado, mediante la colecta de este
patégeno y la multiplicacion in vitro del mismo
para la inoculacion artificial que permite una
evaluacién mas uniforme de las familias y una
nueva seleccién de los materiales con mayor
tolerancia al ataque del patégeno, evitando la
posibilidad de escapes por ausencia del
mismo. De esta manera se logré la seleccion
de una porcion con mayor tolerancia para el
mercado actual.

Las pudriciones de mazorcas de maiz
causadas por Fusarium son atribuidas a dos
especies de este género: F. graminearum y un
complejo de hasta cuatro especies entre ellas
a F. moniliforme (Rivas P. et al. 2011),
actualmente F. verticillioides (CIMMYT, 2004).

Hongos de este género estan relacionados
también con otras enfermedades del maiz
como pudricién de semillas, plantulas, raices y
tallos y en ocasiones hasta manchas foliares y
pueden producir toxinas que ocasionan serios
trastornos de la salud en animales y humanos
gue se alimentan con granos contaminados
(Rivas Patricia et al.). Este patdgeno penetra a
través de los estigmas, con infeccibn vy
crecimiento de las hifas hasta los granos
(Warren, 1978) o por heridas de insectos
(Kommedahl y Windels, 1981), Ambos hongos
tienen amplia distribucion y son endémicos en
todas las regiones productoras de maiz del
mundo (Martinson, 1990). En semilla pueden
invadir y ocasionar manchas en el exterior,
disminuyendo la tasa de germinacién por la
muerte del embrién (De Ledn, 1997; Gonzales
et al., 2006).

Para confirmar la resistencia o tolerancia a la
enfermedad observada en campo, es
necesaria la evaluacion con inoculacion
artificial para descartar el escape a la misma.
Por otro lado, en trabajos similares para la
seleccién de material tolerante, la colecta de
inoculo fue realizada en campos de cultivo con
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materiales susceptibles, para asegurar la
presencia del mismo y evitar escapes que
podrian llevar a resultados erroneos (Briones,
et al, 2015).

MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue realizado en predios del Centro
Fitotécnico y de Semillas Pairumani, asi como
la colecta de las variantes de Fusarium spp.
para la preparacion del in6culo. Se sembraron
84 familias de la variedad comercial de maiz
Pairumani Choclero 2, seleccionadas el ciclo
anterior y se verifico el estado de choclo como
punto de referencia para iniciar la colecta del
in6culo y la multiplicacién, a partir de los
aislamientos colectados en campos con
material susceptible y con ataque evidente a
nivel de mazorca. Luego de verificar las
caracteristicas de crecimiento se realizé la
evaluacion in vitro determinando la especie,
para realizar la multiplicacién pertinente de
acuerdo con la etapa fenoldgica del cultivo.

Para la inoculacion se utilizaron brocas de
taladro de 3 mm de diametro en dos etapas;
en la primera etapa que fue la de perforacion
se utilizé una broca alcanzando entre 2y 3 cm
de profundidad, y en Ila segunda de
introduccion del indculo se utilizé una segunda
broca embebida en el in6culo, el cual fue
preparado a una dilucion final de 500000
esporas/ml y fue introducido con la broca a
una profundidad de 2 a 3 cm, a la altura del
primer tercio a partir de la base de la mazorca.

Se consideraron dos grupos por cada familia
para la evaluacién, el primero conformado por
las mazorcas que pudieron ser inoculadas en
forma natural y otro conformado por un
méximo de 8 mazorcas inoculadas en forma
artificial.

La evaluacion fue realizada en estado de
grano maduro estimando el porcentaje de area
atacada por el hongo, tanto en la porcion

inoculada como en la no inoculada; se
consideré la seleccion de las familias con
promedios de porcentajes de pudricion

menores a 20 % (tanto en la porcion inoculada
como la no inoculada). Se utilizd la siguiente
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escala de calificacion de la severidad de
ataque: donde 0= sana, 1= 1-10%, 2= 11-25%,
3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de
pudricion (Jeffers, D. P., et al.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 la colecta y evaluaciéon de 17
aislamientos y se seleccionaron 5 en funcién al
potencial de desarrollo y la verificacion de
especie (F. verticillioides encontrado en un 85
% de casos en evaluaciones anteriores), para
realizar la inoculacion y evaluacion en
condiciones de campo, en la poblacion.

Se evaluaron, hasta 10 mazorcas inoculadas y
se verificd la efectividad de la inoculaciéon
artificial al no encontrar mazorcas sanas en
esté grupo; y entre 5 y 14 mazorcas con
inoculacion natural (en 21 familias se
registraron entre 0 y 6 mazorcas con y sin
inoculacion artificial).

La evaluacion se realiz6 en estado de grano,
tomando en cuenta un tratamiento testigo con
inoculacion natural para cada familia, para
verificar la presencia de otras especies del
hongo y de otros patdgenos. Ademas, como
menciona Pineda et al., para verificar la
eficiencia de la inoculacién artificial en
proporcionar una respuesta rapida, efectiva y
confiable en la manifestacion de Ia
enfermedad, y ofrecer una facil y practica
aplicacion a una gran poblacién de plantas y
materiales genéticos.

Se evaluaron las 84 familias cada una con 5 a
10 mazorcas inoculadas artificialmente y con 5
a 13 mazorcas con inoculacién natural. Se
seleccionaron 34 familias de la variedad con
promedios de porcentajes de pudricion
menores a 25 % (Tabla 1), tomando en cuenta
las familias con escala 1 y 2 (tolerantes al
ataque de Fusarium sp. y Fusarium
verticillioides), para continuar con el ciclo de
recombinacion y multiplicacion, descartando
las familias con escalas de 3 a 5.

Tabla 1. Porcentaje de pudricibn en cada
grupo

54 Familias
descartadas

34 Familias
Seleccionadas
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Min. 3,4 4.3
Max. 24,6 56,6
Promedio 10,9 20,6

Figura 1. Promedio del porcentaje de
pudricion en familias seleccionadas
y descartadas

20,60 % (50
familias

10,88 % (34
familias)

Familias seleccionadas

Las familias seleccionadas pueden ser
consideradas para el siguiente ciclo de
multiplicacién y posterior verificacién en varios
ambientes a nivel de tolerancia al ataque de
Fusarium sp.

Se recomienda que las familias seleccionadas
12, 24, 25, 26, 29, 33, 56, 62, 67, 68, 70, 71,
73, 74, 78, 10, 11, 39, 41, 42 y 52, en las que
se encontraron entre 1 y 4 mazorcas con
porcentajes de severidad mayores a 25 %, no
sean incluidas dentro del esquema de
recombinacion general y se considere realizar
un seguimiento especifico en el siguiente ciclo
de mejoramiento.

CONCLUSIONES

La informacion obtenida permitird determinar
las actividades y estrategias de seleccion para
continuar con el mejoramiento de la variedad
Pairumani Choclero 2.

El siguiente ciclo de evaluacion se verificara el

avance logrado a nivel de aumento de
tolerancia al ataque del hongo Fusarium
verticillioides, con la metodologia de

inoculacioén artificial utilizada.
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Efecto de estrés salino (NaCl) e hidrico (PEG 6000) en la germinacion
de tres variedades de Chenopodium quinoa Willd
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Resumen

Los factores estresantes llegan afectar la fase critica del ciclo de vida de la planta, la germinacion. La
quinua forma parte de los cultivos de gran interés, por sus beneficios alimenticios, por presentar una
amplia variabilidad genética y una alta capacidad de adaptacién a condiciones de clima y de suelo. Se
utilizé diferentes potenciales osmaéticos de NaCl, PEG 6000 y la combinaciéon de ambos para evaluar la
germinacion. Las variedades utilizadas presentaron tolerancia al estrés hasta -1.5 MPa. A partir de -2.0
MPa, las variedades estudiadas casi no germinaron.

Palabras claves: Estrés ambiental, Salinidad, Déficit hidrico, Germinacién

INTRODUCCION

La germinaciébn es la fase de crecimiento
critica del ciclo de vida de una planta, y mas
aun cuando se encuentra en condiciones de
estrés (Hirich et al. 2020). Los factores
estresantes abidticos son la principal causa de
bajo rendimiento de los cultivos en el mundo
(Mittler & Blumwald 2010, Mengel & Kirkby
1987) y conducen a cambios morfol6gicos,
fisicoquimicos, bioquimicos y moleculares en
las plantas (Tandzi & Mutengwa 2020). Por lo
tanto, la identificacion de cultivos con gran
potencial de producir alimentos de calidad, aun
en condiciones de estrés ambiental, es
necesaria para contribuir a la seguridad
alimentaria (Bonifacio et al. 2015) y garantizar
una produccién agricola sostenible (Tandzi &
Mutengwa 2020).

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) forma
parte de los cultivos de creciente interés por
ser altamente nutritivo, por la presencia de
amino&cidos esenciales (Nivardo 2017), bajo
costo de produccién, variabilidad genética
amplia y una alta capacidad de adaptacion a

condiciones adversas de clima y de suelo
(Rojas et al. 2011), teniendo una adaptabilidad
mayor en comparaciéon con los cereales
(Garcia-Parra et al. 2019).

A pesar de los estudios referidos al tema en
Chenopodium quinoa Willd., existen escasos
trabajos donde se evalien al mismo tiempo
dos factores de estrés, siendo que estos
factores ocurren naturalmente en combinacion
de dos o méas (Sanchez-Diaz & Aguirreolea
2013). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
es evaluar la influencia de diferentes
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)
como estrés salino y polietilenglicol 6000 (PEG
6000) como estrés hidrico sobre la
germinacion de las variedades de quinua
(Chenopodium  quinoa  Willd.)  Chipaya,
Maniquefia y Qanchis blanco.

METODOS

Se preparé diferentes soluciones de NaCl y
PEG 6000 (Tabla 1) en agua destilada, al igual
gue soluciones combinadas presentadas en la
Tabla 2.
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La germinacién se realiz6 en cajas Petri de
60x15mm donde se agregdé 2ml de las
diferentes soluciones. Para los controles, se
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de enlace logit, con comparacién de modelos
Akaike (AIC), en el programa R-project.

utilizé unicamente agua destilada. Se aareaé Tabla 2. Tratamientos de combinaciones de cloruro
! ag llada. o€ agrego | 4o sodio (Nacl) y polietilenglicol 6000 (PEG 6000).
29 §em|IIas de quinua por caja Petri, con tres Nivel de potencial NaCl (g L)) + PEG 6000
réeplicas por tratamiento. Estaban a una osmotico (MPa) (gLh
temperatura promedio de 20 °C, en oscuridad. 1.0 6.67 + 192.624
El conteo de semillas germinadas se realizo
pasadas las 24 hr. -1.5A 13.33 + 192.624
Tabla 1. Tratamientos de cloruro de sodio (NaCl) y -1.58 6.67 +284.021
polietilenglicol 6000 (PEG 6000) en g L para obtener 20 13.33 + 284.021
soluciones con diferentes niveles de potencial
osmotico (Villela et al. 1991, Barbieri et al. 2019). -3.0A 26.67 + 284.021
Potencial 1 a
osmético (MPa) | NaCl@L?) | PEG6000(gL™) -3.0B 13.33 + 413.744
05 6.67 192.624 4.0 26.67 + 413.744
-1.0 13.33 284.021
15 20.00 354.367 RESULTADOS Y DISCUSIONES
-2.0 26.67 413.744 Los resultados de este trabajo mostraron que
3.0 40.00 513.435 las variedades de Qanchis blanco, Chipaya y
Maniquefia llegan a germinar dentro de las 24
. . o, hrs hasta el 100%, excepto Chipaya, que
Para el analisis estadistico se realizé un resenta una menoér tasap de grr?/wiﬁagién
modelo lineal generalizado (GLM) con ﬁe ando a ser mavor al go%g (2=-7.503
distribucion de errores binomial con la funcién 9 . y ' '
P<0.001) (Figura 1).
Chipaya Maniguefia Qanchis blanco
Comb-40 | | |
Comb -3.08 | | |
Comb -3.04 | | |
Comb-20 | | |
Comb -1 5B 1+ 1T+ [+
Comb -1 5A [+ —HTIF 1l
E Comb-1.0 A [I' | _D}
f PEG -3.01 | | |
2 reeczof| [ 1 —L1IF
E  PEG 151 —_{Tr S I
E PEG 1.0 1l | -1t
E PEG -0.5 T+ 1 1]
Nacl -3.0 | | |
Nacl -2 0 | I3 1+
NaCl 1.5 [+ 1 1
Macl -1.0 m ﬂ} l}
MNaCl -0.5 ‘I]} ﬂ ﬂ
Control ﬂ l

0.00

0.25 050 075 1.000.00

o] =—

0.25 050 075 1.00000 025 050 075 1.00

Proporcion de semillas germinadas
Figura 1. Efecto de los tratamientos de estrés sobre la germinaciéon de variedades de quinua,
Maniquefia, Chipaya y Qanchis blanco.

2.0 MPa (z=-10.098, P<0.05). Se muestra una

Con el aumento de potencial osmotico, a partir
de -1.5 MPa de NaCl, las variedades
presentan una disminucién en la germinacion
(z=-4.082, P<0.05), siendo mas evidente en -

alta tolerancia a la salinidad en Maniquefia y
Qanchis blanco. En Zurita-Silva & Ruiz (2015)
se informa que la quinua llega a germinar
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semillas en una solucién de cloruro de sodio
con 42.2 dm/s (cercano a -2.0 MPa). La quinua
Real, de la cual forman parte las variedades
utilizadas, muestra una tasa de germinacion
cercana al 19% en 400 mM de NaCl (< -2.0
MPa) (Chilo et al. 2009), siendo similar con las
variedades utilizadas.

Con el estrés hidrico causado por PEG, desde
-0.5 MPa se tiene una disminucion de la
germinacion hasta una tasa de 87% en
Chipaya y mayor a 90% en Maniquefia vy
Qanchis blanco (z=-2.217, P<0.05). En -1.5
MPa, la tasa de germinacién se reduce hasta
75% para las tres variedades, mostrando una
menor tolerancia al déficit hidrico. Sin
embargo, las tres variedades utilizadas en el
presente trabajo son mas tolerantes que otras
variedades, como Titicaca, Gizal y Red Carina,
cuya germinacion baja a 65% de 75%, con -0.5
MPa de PEG, y con -1.0 MPa a menos de 15%
(Al-Jabwi et al. 2020).

Con el estrés combinado, desde el menor
potencial usado, -1.0 MPa, se redujo la
germinacion, hasta 80% en Chipaya y 90% en
Maniquefia y Qanchis blanco (z=-2.645,
P<0.05). Esto sugiere que un estrés
combinado tiene efecto negativo sobre la
germinacion de la quinua, teniendo en cuenta
gue puede retrasar su germinacion frente a
estos tipos de estrés (Hinojosa et al. 2018).

CONCLUSIONES

Las tres variedades presentaron alta tolerancia
a NaCl y PEG 6000 hasta -1.5 MPa. Chipaya
es menos tolerante que Maniquefia y Qanchis
blanco. La combinaciéon de los factores de
estrés tuvo mayor efecto negativo sobre la
germinacion.
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cultivos de cobertura secados con glifosato
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Resumen

Para evaluar el efecto sobre las comunidades microbianas rizosféricas (CMR) de los cultivos de cobertura
(CC) en rotacion con soja manejados con glifosato, se condujeron tres ensayos en el mismo lote en las
campafias 2008-2009, 2010-2011 y 2011-2012 en Treinta de Agosto, Buenos Aires con un disefio
factorial en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones en parcelas divididas. En cada ensayo,
tres momentos de muestreo (MM) fueron considerados: antes de aplicar glifosato (AG), un mes después
de aplicar glifosato (DG) y a cosecha de soja (CS). Los perfiles de uso de fuentes carbonadas y el indice
H de diversidad de Shannon de las CMR presentaron diferencias significativas entre ensayos y para la
interaccién de estos con MM. Los datos presentados evidencian cambios en la fisiologia y diversidad
microbianas que podrian tener impacto sobre la calidad y salud del suelo y asi en la sustentabilidad del

agroecosistema.

Palabras clave: Centeno; avena; soja; glifosato; CLPP.

INTRODUCCION

La agricultura  continua trajo como
consecuencia el uso intensivo del suelo,
impulsado por la expansion de la frontera
agricola sobre zonas no aptas para la
agricultura, donde los suelos son mucho mas
fragiles y mas susceptibles a la erosion hidrica
y eolica (Sasal 2013). Las caracteristicas de
este fendmeno denominado agriculturizacion
son, por un lado, el incremento de los cultivos
anuales de verano a expensas del
estancamiento de los cultivos de invierno, y
por el otro, el crecimiento exponencial de la
soja (Glycine max L. Merrill) en comparacion al
resto de las especies (Carrefio y Viglizzo
2011). Actualmente, es comun el monocultivo
de soja, el uso intenso de agroquimicos y la
escasa reposicion del carbono y nutrientes
(Scianca et al. 2009). Debido a la alta
rentabilidad de la soja, los productores

agropecuarios se enfocaron casi
exclusivamente a la siembra de esta
leguminosa transgénica con resistencia al
herbicida glifosato.

Por otro lado, los limitados aportes de rastrojo
de la soja, aun bajo siembra directa, afectan
los contenidos de materia organica (Satorre
2003) con un consecuente balance negativo
de carbono en el suelo que favorece los
procesos de degradacion del mismo (Alvarez
et al. 2006).

Debido a la importancia econdémica que
representa el cultivo de soja en Argentina y
dado que su residuo es escaso con baja
relacion C/N se descompone rapidamente y
deja el suelo expuesto a la accién erosiva y
con un balance negativo de N que contribuye
al empobrecimiento del suelo (Sasal 2013;
Zotarelli et al. 2002), se plantea incorporar
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herramientas para favorecer la sustentabilidad
del sistema.

Una de las alternativas es incluir en la rotacion
cultivos de cobertura (CC) para aumentar el
aporte de carbono a través de los residuos. Asi
se mejora la calidad del suelo (Martinez et al.
2013) y en el mediano plazo se mitiga el
balance negativo de carbono que sufren los
sistemas de produccién agricola (Scianca et al.
2006). Sin embargo, muy poco se conoce
sobre las propiedades biol6gicas asociadas a
este sistema.

Para el secado de los CC generalmente se
utiliza el herbicida glifosato (Nivia 2001). Este
herbicida puede afectar la actividad microbiana
por la intervencion en el ciclo metabdlico del
acido shikimico que est4d presente en la
mayoria de los microorganismos (Tejada
2009). Por ello, el potencial de degradacion del
glifosato depende de la capacidad de los
microorganismos para adaptarse a las nuevas
condiciones ambientales que requiere ser
analizado para cada sistema en estudio
(Zucchi et al. 2003).

Conocemos muy poco acerca de la influencia
de las practicas de manejo sobre las
comunidades microbianas rizofericas (CMR),
debidos a la implantacion de los CC y el
secado de los mismos con glifosato. Por ello,
existe la necesidad de estudiar el efecto del
secado con glifosato de los CC sobre las CMR
en condiciones de campo para asi generar
informacion que permita evaluar el impacto del
manejo del agrosistema CC-soja sobre la
sostenibilidad del mismo.

MATERIALES Y METODOS

Se condujo tres ensayos en el mismo lote para
evaluar la rotacion CC-Soja en las campafas
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2008-2009 (1°E), 2010-2011(2°E) y 2011-2012
(3°E). Los mismos se realizaron en el
Establecimiento “El Correntino”, ubicado a 36°
8" 50.9” Latitud Sur y 62° 21" 51.9” Longitud
Oeste de la localidad de 30 de Agosto,
provincia de Buenos Aires (Region
Subhimeda Pampeana). Se utilizé un disefio
en blogues completos aleatorizados con
arreglo factorial en parcelas divididas, con tres
repeticiones.

Los factores para los tres ensayos fueron: tipo
de CC y momento de muestreo (MM). Dos
niveles de fertilizacion nitrogenada (0 y 46 Kg
N ha-1) aplicados a la siembra de los CC, se
combinaron con ‘centeno var. Quehué ”
(Secale cereale); “avena var. Aurora” (Avena
sativa) y “soja” (Glycine max) continta sin CC
(testigo). Los tres MM en cada ensayo fueron:
antes del aplicado con glifosato (AG), después
del aplicado de glifosato (DG) y cosecha de
soja (CS) que se realizaron sobre suelo
rizosférico superficial. El secado de los CC se
realiz6 con una dosis de 5 L ha-1 de la
formulacién comercial de glifosato 54% pl/v
Roundup  Full® (Monsanto  Argentina)
suministrado con mochila.

Se analizé6 perfiles de uso de fuentes
carbonadas (CLPP), mediante andlisis
multivariado de Componentes Principales (CP)
e indices Shannon-Weaver de diversidad (H).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de comunidades microbianas
rizofericas (CMR) para el CPl1 mostro
diferencias significativas (DS) solamente en
1°E y 2°E. Donde los MM difieren entre si
significativamente. En cambio, en el 3°E
observamos DS entre los CLPP de las CMR
de DG con respecto a AG y CS para el CP2.
Estos dos MM mostraron DS para el CP1.
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Figura 1. Andlisis de componentes principales (CP) de las rizosferas para los distintos
muestreos en los tres ensayos. 1°E: 1° ensayo; 2°E: 2° ensayo; 3°E: 3° ensayo; AG: Antes del
aplicado con glifosato; DG: Después del aplicado con glifosato; CS: Cosecha de soja. Letras
mayusculas distintas indican diferencias para el CP1 y letras minusculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos para el CP2, segun test de Tukey (p<0,05). Letras
cursivas distintas indican diferencias significativas entre ensayos, segun test de Tukey (p<0,05).

El indice H mostré DS entre ensayos y para la
interaccion de estos con MM (Figura 2). En el
1°E, el muestreo DG presentd un indice H
significativamente mayor que AG y CS. En el
2°E y 3°E los MM no mostraron DS entre si,
pero se observo una disminucién en el indice
H de ambos muestreos DG. La fertilizacion
modificé el indice H en CS sélo en el 1°E. Las
CMR asociadas a los tratamientos de
cobertura sdélo son evidenciables dentro de
cada uno de los ensayos.

El efecto que se observa en los 3 ensayos,
pudo deberse al efecto del glifosato sobre
estos microorganismos. En cambio, al
respecto Zabaloy et al. (2012), en un ensayo
realizado en condiciones controladas pudieron

observar que suelos expuestos en forma
cronica al glifosato, no mostraron aumentos en
la respiracion microbiana. Estos autores
sefalaron que esto fue debido, muy
probablemente, a la eliminacion gradual de
especies sensibles al glifosato o la rapida
asimilacion de los sustratos de
descomposicién por el co-metabolismo de la
molécula de glifosato.

Por otro lado, Osorio y Pérez (2001); Naiman
et al. (2009) mencionan que las CMR pueden
variar en relacion al estado fenologico, al
estrés (que en este trabajo se pudo ocasionar
al secar con glifosato los CC), a la especie de
plantas usadas y otros factores ambientales
como la temperatura.
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Figura 2. indice de Shannon-Weaver (H) para los tres ensayos y sus respectivos muestreos.
1°E: 1° ensayo; 2°E: 2° ensayo; 3°E: 3° ensayo; AG: Antes del aplicado con glifosato; DG:
Después del aplicado con glifosato; CS: Cosecha de soja. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos, mediante test de Tukey (p<0,05).

CONCLUSIONES

Es importante tener en cuenta que la dosis de
glifosato usada en este trabajo, es la que se
utiliza cominmente en los lotes de produccion
y que los resultados de los tres ensayos
mostraron efectos estimulantes, inhibitorios y
nulos.

En base a los resultados de este trabajo, se
puede concluir que se debera tomar en cuenta
el secado con glifosato de los CC por el
impacto sobre las CMR, ya que cada
microorganismo realiza funciones vitales
generales y especificas dentro de su nicho
ecoldgico, es asi, que los cambios en las
cantidades de células, en un determinado
ambiente significan cambios que tienen
impacto en los procesos bioldgicos y por ende
en el equilibrio ecolégico del suelo (Whitman et
al. 1998). Los cambios microbiolégicos, se
encadenan con cambios agrondémicos y en la
mayoria de los casos no han sido evaluados.

Los datos presentados evidencian cambios en
la fisiologia de las CMR y su diversidad que
podrian tener impacto sobre la calidad y salud
del suelo y por ende en la sustentabilidad del
agroecosistema.
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Resumen

El presente proyecto fue disefiado para aumentar la eficiencia de la biodegradacion de residuos sélidos
urbanos en la ciudad de Cochabamba. Se trabajé con un consorcio de microorganismos nativos aislados
de compostaje, productos lacteos y el suelo. Se estudiaron las caracteristicas biolégicas y quimicas de
los microorganismos para seleccionar uno de cada género: Bacillus, Lactobacillus y Trichoderma. El
seguimiento de las cantidades de C y N mostraron que la bioaumentacion de estos organismos aumento
la capacidad de biodegradacion de la materia organica en 20% frente al compostaje sin bioaumentacién,
siendo superior en 3% frente a un producto comercial.

Palabras claves: Bioaumentacién, Consorcios Microbianos, Manejo de residuos organicos.

bacterias es una estrategia viable para la
degradacién de materia. Sin embargo, se ha
evidenciado que los consorcios de hongos-
bacterias han tenido mas eficiencia en la
degradacibn de materia comparado con
consorcios bacterianos o cultivos bacterianos

INTRODUCCION

Cochabamba generé 131.866 toneladas de
basura en 2010, del cual el 66% fue de materia
organica (Ministerio de Medio Ambiente y

Agua, 2018), estos residuos van creciendo a
una tasa de cuatro mil toneladas afio las
cuales no son aprovechadas por razones de
logistica y econémicas (Molino, 2019). Para
reducir eso, se elaboraron compost con RO
procedentes de los mercados de la ciudad, se
hizo una pila con activadores en la cual se
observaron resultados en dos meses, mientras
gue por el método tradicional se observaron
resultados a los 4 meses (Ortuiio et al., 2002).

También, se ha demostrado que la
bioaumentaciébn con consorcios mixtos de

individuales (Tyagi et al., 2011).

En general, el compostaje es un proceso
bioquimico realizado por microorganismos y
que, ademas, se tiene factores que afectan al
desarrollo del proceso, como los factores
quimicos  (pH, temperatura, humedad,
composicion de los residuos, etc.), el
desarrollo del microorganismo (disponibilidad

de nutrientes, compatibilidad de los
microorganismos, adaptacion de los
microorganismos  al medio  ambiente,

aceptacion de los Microorganismos al sustrato,
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etc.) y factores del sustrato (relacion C/N,
tamafio de particula, conductividad eléctrica,
materia organica, fraccion de vacio, etc.). Y
hay factores ambientales que no pueden ser
controlados ni modificados.

La investigacion se realizo en la FCAyP de la
UMSS, ubicada a 4,5 km de la Av. Petrolera,
zona “La Tamborada”. Para el aislamiento de
Bacillus se tomaron muestras de compost en
diferentes estados de maduraciéon en la
“FCAyP- UMSS”. Fueron tomadas de la etapa
de activacion, calentamiento, enfriamiento y
maduracioén. Se aislaron bacterias tipo Bacillus
en PDA (medio de cultivo), tras ser sometido a
un shock térmico. En el cepario de la FCAyP
se tiene cepas ya aisladas, las que fueron
activadas, principalmente Bacillus subtilis vy
Trichoderma spp. Se utilizé6 medios de cultivo
con Leche en Polvo, Lactosa, PDA TSAy TSA
acido (pH=5) y se observo su crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Para aislar las bacterias lacticas se tomaron
muestras de leche fresca de vacas del establo
de la FCAyP de la UMSS, de suero de leche y
yogurt elaborado en la misma Facultad.
Ademas, la leche se incub6 durante 3 dias a
28°C, luego se observé la separacion en dos
fases y se tomd muestra de la fase mas liquida
(inferior). Se sembrd en triplicado en los
diferentes medios preparados (Leche en
Polvo, Lactosa, TSA y TSA5), se incubd a
28°C durante 3 dias y se aislaron las bacterias
presentes en placas Petri (divididas en cuatro)
en medio de cultivo TSA. Luego se las sembré
en leche ultra esterilizada, y ferment6 durante
72 horas a 30°C, observandose la formacion
de dos fases, que indican presencia de las
bacterias  lacticas. ElI  porcentaje de
coagulacion se midié en base a 3 parametros:
cantidad y tamafio de coagulos (visibles) y
cantidad de suero de leche presente, con una
escala arbitraria de 0 a 10 (siendo O mas
parecido a leche esterilizada y 10 el mas
parecido a la muestra mas coagulada). Los
grados Brix (°Brix) fueron medidos con un
refractometro con rango de 0-40 °Brix.

Julio, 2022

Se realizaron pruebas bioquimicas (Gram y de
la catalasa). Después del proceso de
maduracion se realizdé la cuantificacion de
carbono (de cada experimento
individualmente, y teniendo duplicado),
seguidamente se analiz6 los resultados y se
vio cudl presentd una mayor variacion de
carbono, para seleccionarlo para una siguiente
fase. Para realizar la cuantificacion de carbono
se realiz6 con el método de Micro-DQO.

Como sustrato organico se utilizé pasto fresco
(Ryegrass; 70% de humedad) el cual fue
cortado el mismo dia, al inicio del compostaje.
Para inicio del compostaje fue necesario
preparar el caldo con el cual se realizaria la
inoculacion.

En la preparacion de los tratamientos A
corresponde a Bs, B corresponde a L10y C
corresponde a T13. Se hizo las
correspondientes permutaciones para conocer
la incidencia de los consorcios establecidos
frente al efecto Unico de los microorganismos.
El tratamiento comercial corresponde a un
producto comercial elaborado en la Facultad
de ciencias pecuarias y agronOmicas de la
UMSS. Para una inoculacién apropiada y
homogénea primero se introdujeron 30 g. de
sustrato. Se inocul6 y posteriormente se
agreg6 otros 30 g de sustrato, para asi tener
en total los 60 g.

El compostaje fue preparado en recipientes de
plastico de 500 mL, con una cantidad de 60 g
de sustrato (Antizar-Ladislao et al., 2005). El
proceso de compostaje es un proceso aerobio,
por lo tanto, se dej6 abierto al ambiente,
siguiendo el método ya mencionado de
Antizar-Ladislao, et al. (2005). Durante el
proceso de compostaje se  evaluo:
Temperatura con termometro digital, Materia
organica con la ayuda del método de andlisis
de cenizas y Nitrogeno con la ayuda de
andlisis de nitrégeno total con micro Kjedhal

Para la toma de estas muestras se realiz6 tres
tratamientos ABC adicionales, con sus
respectivos triplicados. Esto es debido a que el
andlisis es destructivo, y se desea no afectar
los resultados finales. Para poder cuantificar la
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degradacioén, es decir, el avance de la misma
fueron necesarios analisis quimicos antes y
después del compostaje. Se utilizé el método
de terminacion de Nitrégeno mediante micro
Kjedhal, para la determinacion de Nitrégeno
(Norma Determinacion de proteinas totales en
alimentos - Método micro Kjeldahl, 2008), el
carbono se determind mediante el analisis de
ceniza (Residuos solidos Determinacion de
cenizas, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Julio, 2022

Aislamiento y activacibn de Bacterias vy
Hongos

En muestra A, la cual corresponde al periodo
de activacion, se puede observar claramente
gue se tiene mayor actividad microbiana. A
medida que la cantidad de materia organica
facilmente degradable va decayendo la
actividad microbiana y la cantidad de UFC
también va decayendo (Jiang et al., 2019).
Placa B, corresponde a la etapa de
calentamiento y posteriormente la etapa C
corresponde a una etapa de enfriamiento.

llustracién 1 Siembra de muestras A, B y C respectivamente.

Se us6 como Unica fuente de carbono a la
lactosa, por lo tanto, se presume que estos
medios son selectivos ya que la caracteristica
de las bacterias lacticas es su capacidad para
degradar la Lactosa. Por otro lado, el hecho de
acidificar el medio de TSA, es debido a que las
bacterias lacticas acidifican el sustrato debido
a sus propiedades y al tipo de compuestos que
produce (Acidos Lacticos) (Salminen & Wright,
2004).

Para la activacion de hongos del género
Trichoderma se tomaron los hongos que se
disponen en el cepario Laboratorio de
Microbiologia Agricola y Bionsumos de la
Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias de
la UMSS. Los hongos son nativos del género
Trichoderma que fueron aislados de suelos de
cultivo de distintas zonas agricolas del
departamento de Cochabamba la codificacién
se realiz6 en base el cédigo que se tiene en el
cepario del ya mencionado del laboratorio.

Seleccién Bioldgica de Bacterias

Fuente: Elaboracion Propia (2021).

,fv.\_:

Una vez obtenido las bacterias lacticas y los
Bacillus aislados, se continu6 con la tincion de
Gram. En la presente investigacion se decidio
trabajar con bacterias Gram positivas.

Se hizo el porcentaje de coagulacién y los
grados Brix. En base a estos resultados, se
seleccionaron las bacterias lacticas que
sobrepasaron el 50% de coagulacion de leche.
En esta coagulacion debido a las propiedades
de las bacterias lacticas, suelen tender a un
pH de 4 ya que es el pH Optimo para dichas
bacterias y el funcionamiento de sus enzimas
(Arévalo & Quispe, 2008). Sin embargo, se
pudo calcular que la mayoria de las bacterias
lacticas obtuvieron en general un pH promedio
de 5,7.

e Prueba de multiplicacién bacteriana

Las bacterias lacticas y las bacterias Bacillus,
se multiplicaron en medio de cultivo MS
(Melaza-Soya). Se realiz6 durante 2 semanas,
a esta prueba se agregé la bacteria, que se
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tenia en el cepario del Laboratorio de
Microbiologia Agricola y Bionsumos de la
FCAyP de la UMSS, la bacteria agregada se
debié por ser nativa ya identificada, la cual
pertenece a la especie Bacillus subtilis.
Ademés ésta siempre se encuentra presente
en el proceso de compostaje (Storm, 1985).

Después de multiplicarlas, los
microorganismos que tenian una cantidad de
UFC menores a 10° fueron descartados, a
mayor  multiplicacion, mayor capacidad
degradacion (Jian et al., 2019).

Seleccién Biol6gica de Hongos.

Se seleccionaron hongos que tuvieron una
esporulacion mayor al 50% en la superficie
liquida.

Seleccidn quimica de bacterias

Se decidié trabajar con la bacteria Bs, porque
tiene una menor cantidad de materia organica
(frente al blanco) lo cual significa mayor
degradaciéon de materia oxidable. Asimismo,
por el lado de las bacterias lacticas se decidié
trabajar con la bacteria L10, ya que al igual
que en los Bacillus presentdé una mayor
degradacion de la fuente de carbono. El
aumento de la DQO en las bacteria L14 puede
ser debido a que estas, bacterias lacticas,
pueden fijar el diéxido de carbono mediante la
reaccion de Wood-Werkman (Pine, 1956).

e Relacién Carbono/Nitrégeno
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Se trabaj6é con el hongo que tuvo una mayor
variacion respecto al blanco (T13). Esta
variacion puede ser debido a que los hongos
produjeron metabolitos secundarios para la
degradacion del precipitado del sustrato MS,
los cuales fueron disueltos en agua como
policétidos, terpenos, terpenoides, pirdgenos,
fenoles y alcaloides (Harman & Kubicek, 2002)
y estos fueron detectados por el método de
DQO como compuestos degradables y por eso
se ve un aumento del DQO en el caso de los
hongos.

El carbono y el nitrégeno en funcién del tiempo
fueron medidos Unicamente en el experimento
gue contenia Bacillus, Lacticas y Trichoderma
(ABC). Después de 12 dias se alcanzan los
30°C (fase mesdfila) la temperatura sigue
subiendo hasta llegar aproximadamente a
40°C. A esa temperatura empieza la fase
termofila. La mayor parte de los
microorganismos que se encontraban al
principio mueren y son reemplazados por otros
resistentes a esa temperatura. Esta fase
termina cuando la generacién de calor es igual
a la pérdida de calor en la superficie (Rynk et
al., 1992).

EL Nitrégeno tuvo una tendencia lineal con
pendiente negativa, ésta pendiente indica que
el nitrégeno se ve reducido.

llustracion 2 Comportamiento C/N en el tiempo.
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Fuente: Elaboracion Propia (2021).
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La relacion Carbono/Nitrégeno es un
parametro el cual indica la madurez del
compostaje, sin embargo, este parametro varia
segun el sustrato a utilizar. La tendencia en el
caso del tratamiento es ondulatoria. La
bacteria de género Bacillus es una bacteria
fijadora de nitrégeno (Kuan et al., 2016), aun
asi, degrada el carbono, de igual manera, el
hongo Trichoderma y la bacteria Lactobacillus
degradan el carbono. Por lo tanto, la tendencia
observada en la ilustracion 20 se debe a la
propiedad fijadora del Bacillus.

® Materia orgénica

Se observa que los tratamientos tuvieron una
reduccion de la materia organica, con
excepcion del blanco, y por lo tanto la
bioaumentacion se evidencié. En principio se
ve una cantidad inicial de materia organica
para posteriormente descender de manera no
lineal.

Se observaron 3 grupos:

Anélisis de agrupacién
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o Dentro del grupo “a@” estan aquellos que
tienen una mayor cantidad de materia
organica. Siguiendo el comportamiento
de la materia orgénica se ve una menor
degradacién, por lo tanto, una mayor
cantidad de materia organica.

e En el grupo “b” incluye unicamente los
consorcios binarios AB y BC vy
corresponde a una degradacion
intermedia de la materia organica.

e EI grupo “c” al cual pertenecen la
mayoria de los consorcios de
bioaumentacion, corresponde a los

tratamientos con la menor cantidad de
materia organica, lo que significa una
mayor degradacion. Dentro del grupo
“c” aun existen variaciones, no
significativas estadisticamente.

Se observa que el tratamiento ABC, By C son
los que méas ayudan a la degradacion de la
materia orgénica, en estos tratamientos se ven
mejores resultados, incluido el comercial (en
cuanto a la degradacion de materia organica).

llustracion 31 Andlisis Cluster.
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Fuente: Elaboracion Propia

La llustracibn 3 muestra que un consorcio
triple es comparable con tratamientos simples,
es decir, con tratamientos que incluyan

Gnicamente un microorganismo. Con los
tratamientos dobles se observan que son
comparables con el comercial, sin embargo, en
base a los resultados previos pudimos
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observar que la eficiencia del comercial no es
comparable con la del consorcio triple.

Eso representaria que, bajo las condiciones de
estudio, se ha aislado microorganismos que
funcionan en consorcios independientes (de
dos en dos) similares al producto comercial.
Por lo tanto, se dispone de nuevos consorcios
en base a los nuevos aislamientos de
microorganismos nativos, que en consorcios
alcanzan la misma eficiencia que el producto
comercial.
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Resumen

La recuperacion de fosforo y nitrdgeno de aguas residuales mediante la produccidon de estruvita
representa una alternativa tecnolégica. La estruvita, fertilizante de liberacion lenta requiere una fuente de
magnesio. Para su produccién se utilizan Mg(OH)z y MgClz, pero pueden utilizarse minerales como la
bischofita (MgClz-6H20). Se evaluo la produccién de bioestruvita mediante la recuperacion de P y N del
suero lacteo y Mg de la bischofita. Se evalué a Chryseobacterium sp. en medios formulados con suero
lacteo en: 1)Proceso simultaneo, se emple6 urea o (NH4)2SO4 como fuente de N y MgSOas, MgClz o
bischofita como fuente de Mg. 2)Proceso separado, variando DQO (0,5-32g/L) y urea (44-2843mg/L).
Proceso 2, la produccion de estruvita (5,1g/L), remocién de P (94%), N (82%); superior al proceso
fisicoquimico. Los cristales se identificaron mediante DRX, SEM-EDS. La estruvita como fertilizante

puede ser (til para una variedad de cultivos agricolas y representa una alternativa novedosa en Bolivia.

Palabras clave: Bischofita, estruvita, fertilizante, suero lacteo, Chryseobacterium.

INTRODUCCION

Las fuentes de agua suelen verse afectadas
por diversos contaminantes, como los residuos
y compuestos organicos, las sustancias
inorganicas, los microorganismos patégenos y
no patégenos, y los nutrientes como el
nitrdgeno (N) y el fésforo (P) (Munch, Barr, &
Minch, E. V., & Barr, 2001). El N y el P son
elementos que destacan no sé6lo por su
abundancia, sino también por su peligrosidad,
ya que son los principales causantes de la
eutrofizacion de cuerpos de agua (De-Bashan
& Bashan, 2007). La recuperacion de P y N
mediante la produccion de estruvita es una
alternativa de tratamiento del agua. La
estruvita (MgNH4PO4-6H,O) es un mineral
compuesto por cantidades equimolares de Mg,
N y P, se caracteriza por ser un fertilizante de
liberacion lenta por lo que las plantas pueden
utilizar dosis controladas de nutrientes durante
tiempos prolongados (Li et al., 2019).

La produccién de estruvita ademas de Ny P
requiere la adicibn de magnesio (Mg). Las
principales fuentes son el Mg(OH). y el MgCl..
Existen diferentes fuentes naturales de Mg.
Bolivia tiene la mayor reserva de litio del
mundo en el Salar de Uyuni; sin embargo, la
abundancia de magnesio disuelto reduce la
calidad del litio, precipitandose
prematuramente como impurezas en las sales
de magnesio. La bischofita, formada por
MgCl»-6H20, es un subproducto abundante de
la industrializacion del litio y actualmente no se
industrializa a pesar de ser una valiosa fuente
de magnesio que podria utilizarse para obtener
estruvita, reduciendo los costes de produccion.

La produccién biolégica de estruvita (0
Biostruvita) es una alternativa al proceso
qguimico convencional (Kataki, West, Clarke, &
Baruah, 2016), aprovecha las caracteristicas
metabdlicas y estructurales de algunas
bacterias que favorecen la biomineralizacion
de los cristales de estruvita, por lo que no se
requieren procedimientos adicionales para
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formar el mineral. Las bacterias pueden servir
de nucleo para la precipitacion del mineral
mediante la adsorcién de cationes (como el
magnesio) alrededor de la membrana de la
superficie celular, la pared celular o las capas
de sustancias poliméricas extracelulares y son
mediadores activos en el proceso (Sanchez-
Roman, Rivadeneyra, Vasconcelos, &
McKenzie, 2007). En ese sentido, se evalud la
produccion de bioestruvita mediante la
recuperacion de P y N del suero lacteo y Mg
de la bischofita.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo, preparacion de inb6culo vy
condiciones de cultivo

Chryseobacterium sp. 2CANAT aislado
previamente de BIOFOS, un consorcio

microbiano acumulador de fésforo (Gonzales,
Crespo, & Alvarez, 2021), fue usado en este
estudio. Una Colonia de la cepa 2CANA fue
activada en agar soya tripticasa, crecida en
caldo soya tripticasa a 30°C por 24 h y usada
como cultivo iniciador.

Sustratos

1) Suero lacteo: fue colectado en frascos
plasticos de la empresa procesadora de
leche “Flor de Leche” S.R.L. (La Paz-
Bolivia) en octubre, 2018. El pH del suero
lacteo fue ajustado a 7.0 con NaOH (6N) y
esterilizado a 121 °C, 15 PSI por 15 min.
El suero fue filtrado al vacio usando papel
fitro (Whatman No. 1). DQO, nitr6geno
total, NH4, P y pH fueron determinados en
el suero filtrado.

2) Cristales de bischofita: proporcionado
por la empresa procesadora de litio YLB,
su composicion ionica fue analizada por
espectroscopia de energia dispersa (EDS,
Jeol, Japon) en el laboratorio de analisis
quimico de YLB (Llipi, Potosi - Bolivia).

Biomineralizacion de estruvita en medios
formulados

La biomineralizacion de estruvita fue evaluada
comparando dos estrategias, descritas a

Julio, 2022

continuacién. Ambos experimentos fueron
inoculados con una  suspensién  de
Chryseobacterium sp. 2CANA (3 %, v/v) en
NaCl (0.9 %) e incubada a 30 °C y 100 rpm.

a) Proceso simultaneo de cultivo vy
produccién de estruvita: se realizé un
disefio factorial incompleto de 32 con dos
factores, fuente Mg y fuente de N. Mg
(14,5 mM) con tres niveles: MgSO.-7H,0O
(3.6 g/L), MgCl»-2H.0 (3.0 g/L) o bischofita
(5.5 ¢g/L) y N (11.5 mM) con dos niveles:
(NH4)2.SO4 (0.8 g¢g/L) o urea (0.35 g/L).
Ambas fuentes de Mg y N se mantuvieron
en una relacion molar 1.3:1,
respectivamente. Todas las soluciones se
esterilizaron a través de una membrana de
metilcelulosa (0.45 pm) en una base
formulada previamente esterilizada que
contenia suero lacteo filtrado (DQO 75500
mg/L) y P como K:HPO, (2 g/L). Todas las
pruebas se inocularon al 3% (v/v) y se
incubaron durante 15 dias.
Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm por 5 min para
analizar P, DQO y pH, los cristales de
estruvita producidos se recuperaron por
filtracibn, se caracterizaron y se
cuantificaron como se describe en la
seccion 2.4,

Proceso separado de cultivo vy
produccién: En la primera etapa se
formularon medios de cultivo con suero
lacteo filtrado a 4 niveles de DQO (500,
2000, 8000 y 32000 mg /L). Los medios se
adicionaron con soluciones de urea (1000
g/L): 44, 178, 711, 2843 mg NHJL y
K2HPO, (1000 g/L): 27, 111, 446, 1784 mg
P/L para mantener constante la relacion C:
N: P 100: 5: 1. 100 mL de los medios
formulados en matraz de 250 mL se
inocularon (3 % v/v) y se incubaron a 30
°C, 100 rpm durante 24 h. Se tomaron
muestras cada 2 h para determinar la
turbidez (600 nm), el pH, P, DQO y NH4 se
analizaron al final de la primera etapa. En
la segunda etapa se afadieron 240 y 10
ML de soluciones bischofita y K>;HPOsa,
concentraciones similares al proceso 1y
se incubaron durante 2 dias. Finalmente

b)
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se analizaron el P, la DQO, el NHa4, el pH y
la estruvita.

Purificaciéon y analisis de cristales de
estruvita

Los cristales se colectaron con una espatula
de pléstico, se filtraron (Whatman n°® 1), se
lavaron con agua destilada alcalinizada a pH
10 con NaOH, se secaron a 25 °C durante 24
h'y se pesaron. A continuacion, los cristales se
identificaron mediante difraccién de rayos X
(XRD, Rigaku, Japén), espectrometria de
dispersion de rayos X acoplada a microscopia
electronica de barrido (SEM-EDS, Jeol,
Japon).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas quimicas del suero lacteo y
los cristales de bischofita

Julio, 2022

El suero lacteo se caracterizd por su contenido
de DQO 70400 mg/L, P-PO. de 140.0 mg/L,
NT de 1010.0 mg/L, N-NH4 de 55.2 mg/L y pH
de 4.5 (Tabla 1). Estos parametros son
caracteristicos del suero lacteo. Debido al
elevado contenido de C, N y P en el suero
lacteo, podria ser empleado para la
recuperacion de P y N a través de la formacion
de estruvita (Lavanya, Sri, & Thanga, 2020).

La composicion elemental de la bischofita
mostrada en la tabla 1 sugiere que las sales
presentes corresponden a MgCl*6H.,O vy
CaSO. en una relacién 2: 1. La bischofita es
una fuente de Mg disponible y abundante en la
region sur del Salar de Uyuni. Ademas, es
economico al ser un subproducto en el
proceso de extraccion de litio. Es asi que
podria ser utilizada para la produccién de
estruvita.

Tabla 1. Composicion quimica del suero lacteo “flor de Leche” SRL y la bischofita Salar de Uyuni, Bolivia.

SUERO LACTEO BISCHOFITA
. Valores de Salar de Uyuni Salar de
Parametro Flor de Leche S.R.L. referencia Componente (% plp) Atacama (% p/p)
DQO 70400 64000-94000 Li 0,33 0,30-0,35
Q - Mg 6,36 10,84-11,45
K 0,14 0,26-0,30
P-POa 140 300-379 Na 0.19 0.32-0.36
Ca 5,28 0,007-0,008
NT 1010 1020-1462 SO4 14.27 129151
Cl 19,05 33,66-34,92
N-NH4 55 60 B 033 -
pH 4.5 4,0-7,0 H20 54,05 -
Produccion de estruvita obtenida por alcanzaron del 54 y 52 % en un tiempo de 15

proceso hiolégico simultaneo y separado, y
proceso fisicoquimico.

Actualmente la recuperacion de P y N
mediante la precipitacion de cristales de
estruvita se realiza usando procesos
fisicoquimicos, si bien es altamente eficiente,
su implementacion es costosa debido a que
requiere el empleo de reactivos y equipos
especializados (Cerrillo, Palatsi, Comas,
Vicens, & Bonmati, 2015). Los resultados del
proceso biolégico simultdneo de cultivo y
produccion de estruvita muestran que los
porcentajes de remocion y recuperacion de P

dias; con el proceso biolégico separado de
cultivo y produccion se alcanz6é un 84 % de
remocion de amonio y un 94 % de remocion y
recuperacion de P, en 3 dias.

En comparacion con la remocion 'y
recuperacion de P como estruvita mediante el
proceso fisicoquimico, fue del 88 %, la
produccion de estruvita fue de 2,34 g/L y se
alcanz6 una remociéon méaxima de amonio de
74 %, P de 88 %, en un tiempo de 3 dias. El
proceso biolégico separado de cultivo y
produccion de estruvita presentdé mayor
porcentaje de remocién y recuperacion de P,
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posiblemente se debido al incremento de la
biomasa en la primera etapa y una relacion
Mg: N: P de 1,3: 1. 1, considerada como la
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méas adecuada para garantizar la eliminacion
de P como estruvita (Capdevielle, Sykorova,
Biscans, Béline, & Daumer, 2013).

Tabla 2. Comparacién de los procesos biol6gico y fisicoquimico en la produccién de estruvita

H Remoci = Disminuci Tiem Costo de | Costo de
p Estruvi . p Remoci P Recuperaci = producci  producci
Proceso fin on NH4 on DQO p - - <
al ta (g/L) (%) (%) 6n P (%) (dfas) 6n P (%) on 6n
(Bs/kg) ($US/kQ)
Biologico? 7é2 4’5078ﬂ’ ND 4+5,6 54 15 52 1705,7 2437
Bioldgico? 8é7 3’5i0’3 84 71+1 94 3 94 347,6 49,7
Fisicoquimi | 8,2 @ 2,34%0,
o 0 06 74 ND 88 3 88 414,0 59,1

1Proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccion

2Proceso biolégico separado de cultivo y produccion
ND: No Determinado

Caracteristicas de los cristales de estruvita

La formacién de cristales de estruvita depende
de un conjunto de factores fisico-quimicos, a
saber: pH, agitacion, temperatura, tamafio de
los cristales, grado de sobresaturacion de los
componentes y presencia de impurezas. El
tamafio y la composicién de los cristales de
estruvita obtenidos fueron corroborados por el
andlisis SEM-EDS. los cristales formados en
medio formulado con suero lacteo empleando
el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y

A

g

produccion fueron de 400 — 450um de longitud
y los cristales obtenidos en medio formulado
con suero lacteo en el proceso biolégico
separado de cultivo y produccion fueron de
250 — 450 ym de longitud. El tamafo de los
cristales obtenidos en este estudio es mayor
respecto a cristales obtenidos en medios
sintéticos reportados, de 100-300 pm de
longitude (Cerrillo et al., 2015).

Elem. % por
elemento
Q 519
P [ 243
Mg 16.7
N 59
K 14

T T [ T T T T T T T

T T T T

Esp! 1. Anilisis de energia

s H s
(EDS) Muestra Estruvita 1.

Figura 1. Composicién elemental en cristales de estruvita

CONCLUSIONES

Los maximos rendimientos de produccion de
estruvita y remocion de P se obtuvieron con el
proceso biolégico separado de cultivo y
produccion (5,1 g/L estruvita y 94 % P)

comparado al método fisicoquimico (2,34 g/L
estruvita y 84 % P) y de acuerdo al analisis
economico realizado es el método que
presenta el menor costo de producciéon de
estruvita (49,7 $US/kg). En ese sentido, este
proceso constituye un método de remocion y
recuperacion de P y N del suero lacteo y una
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alternativa innovadora para la valorizacién del
suero lacteo y la bischofita, subproductos
industriales abundantes y de bajo costo, para
la formacion de estruvita.
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107, 142-156.
https://doi.org/10.1016/j.resconrec.2015.1
2.009

Lavanya, A., Sri, R., & Thanga, K. (2020).
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Resumen

La agricultura se encuentra en constante amenaza por enfermedades y plagas. Colletotrichum sp. agente
causal de la antracnosis, disminuye severamente la produccién agricola. El control fitosanitario emplea
fungicidas quimicos, que generan efectos perjudiciales a la salud humana y ambiental. Los biopesticidas
constituyen una alternativa amigable para el manejo de fitoenfermedades. En el presente estudio 4 cepas
fungicas fueron seleccionadas (CP12, CP17, CP18 y CP34), clasificadas como agentes de control
biolégico por su actividad antagonica frente a Colletotrichum sp. con inhibicién (60%). En cultivo liquido,
se obtuvieron filtrados fangicos con actividad antagénica leve (51- 56 %). Al realizar optimizaciones de
condiciones de cultivo [fotoperiodo, agitaciébn y suplementacion del medio con glucosa y cloruro de
amonio] se obtuvieron filtrados fungicos con actividad antagénica superior (88-91 %) (p<0.01, ANOVA;
p<0.05, Tukey test).

Palabras clave: Colletotrichum sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., actividad antagénica, agentes
de control biolégico.

microorganismos y plantas, poseen ventajas

INTRODUCCION

El cambio climatico es uno de los mayores
problemas que enfrenta nuestro medio
(Garitano-Zavala, 2016). Problematica que
repercute en los ciclos naturales de los
ecosistemas, provocando alteraciones en la
precipitacién, la temperatura y la distribucion
de fitopatégenos en cultivos agricolas (FAO,
2008a; Hdédar et al., 2012). La antracnosis es
una fitoenfermedad que provoca extensas
pérdidas econOmicas, por la infeccion de
hongos del género Colletotrichum que afecta a
diversos cultivos agricolas (Arauz, 2000; Hoz
et al., 2016; Khanzada et al., 2018). El control
fitosanitario se basa en el empleo de
plaguicidas quimicos. Sin embargo, debido a
su vasto e irracional uso, estos ocasionan
efectos nocivos en la salud humana vy
ambiental (OMS, 2016).

Los bioplaguicidas y biofungicidas formulados
a partir de metabolitos bioactivos de

que son valoradas en el sector agricola, al ser
biodegradables y no dejar residuos nocivos en
el suelo o en los frutos. Asi también, estos se
destacan al ser especificos y al no intervenir
sobre la poblacién de organismos benéficos
(Chavez et al., 2014; Hoyos, 2011). Por tanto,
el presente estudio evalla la actividad
antagénica de metabolitos producidos por
cepas fungicas, con la finalidad de proponer
formulaciones que puedan ser empleadas
como bioinsumos agricolas, para reducir el
desarrollo de fitopatdgenos, como
Colletotrichum sp. agente causal de
antracnosis.

METODOS

a. Material bioldgico
Cepas fangicas aisladas a partir de suelos de
cultivos de quinua en el altiplano boliviano

fueron evaluadas en funcion de su actividad
antagénica como agentes de control biolégico
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frente a Colletotrichum sp. agente causal de la
antracnosis en cultivos de mango.

b. Estudio de agentes de control
biol6gico (BCAS)

Se evalué la actividad antagoénica de 35 cepas
fungicas contra Colletotrichum sp., empleando
la prueba de enfrentamiento dual in vitro
descrita por Weller, et al. (1985). Empleando
placas petri con medio PDA con dos
horadaciones laterales (con 5 mm diametro y
una separacion de 4 cm entre horadaciones) y
se inoculé por separado en cada horadacion:
75 upL de wuna suspension de 1.5x10°
esporas/mL de cada cepa fangica (posibles
BCA) y de Colletotrichum sp. Adicionalmente,
para el control de crecimiento del patégeno en
medio PDA con una horadacion central.

Posteriormente, todos los cultivos fueron
incubados a 27 * 1°C por siete dias con
fotoperiodos de 12h. La inhibicion del
crecimiento hifal del patégeno fue determinada
mediante el porcentaje de inhibicion. La
actividad antagonica de las cepas fungicas fue
clasificada de acuerdo a la escala de Bell et
al., (1982) y se seleccion6 como agentes de
control biolégico (BCAs) a las cepas que
presentaron un porcentaje de inhibiciébn mayor
o igual al 60%, equivalente al nivel Il en la
escala de Bell.

c. Produccién de filtrados fangicos y
evaluacion de su actividad
antagoénica contra Colletotrichum sp.

La produccion basal de filtrados fangicos
empleando BCAs seleccionados se realizo en
cultivo batch. Para ello, un inoculo de 80 pL de
una suspensibn de esporas  (1x10°
esporas/mL) fue suspendido en 80 mL de
caldo CPD e incubado a 30 + 1°C por 15 dias
bajo las siguientes condiciones de cultivo:
estanco (sin agitacién) y en fotoperiodo (luz
natural / oscuridad) 12 h/d. Concluido el tiempo
de incubacion, se recupero el sobrenadante de
cada cultivo, el cual fue procesado para su
posterior evaluacion de actividad antagénica
contra Colletotrichum sp.
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d. Optimizacién de condiciones de
cultivo y produccion de filtrados con
actividad antagonica

La produccién optimizada de filtrados fungicos
se basé en la evaluacion de pardmetros
fisicos, biolégicos y quimicos para inducir la
produccién de metabolitos bioactivos contra el
desarrollo de Colletotrichum sp. Los
parametros fisicos, se basdé en evaluar el
efecto de la fotoinduccion [filtros de luz: luz
blanca (A 400-750 nm), luz roja (A 680 nm), luz
amarilla (A 580 nm), luz verde (A 520 nm), luz
violeta (A 410 nm) y fotoperiodo (luz natural /
oscuridad) 12 h/d] y agitaciéon (120 rpm). El
parametro bioldgico se basé en el co-cultivo de
los BCA y Colletotrichum sp. Los parametros
guimicos, se basé en evaluar la concentracion
de glucosa como fuente de carbono (5, 10, 15
y 20 g/L.) y la fuente de nitrégeno (cloruro de
amonio, sulfato de amonio y urea).

e. Evaluacién del efecto inhibitorio de
extractos sobre fitopatdogenos

Concluido el tiempo de cultivo, se recupero la
parte liquida de cada cultivo y se centrifug6 a
6500 rpm por 20 minutos. Posteriormente,
cada sobrenadante fue filtrado a través de
papel whatman N°1, membrana millipore (0.22
pm). La evaluacion de su actividad antagonica
contra Colletotrichum sp. fue realizada de
acuerdo a la técnica de vertido en placa de
Sivan et al., (1984). En placas petri se preparé
una mezcla entre cada filtrado fangico y PDA
en una relacion de 1:1 (v/v). Al realizar una
horadacion central de 5 mm de didmetro e
inoculd 75 pL de una suspension de esporas
(1x106 esp/mL) de Colletotrichum sp. e
incubadas a 27 + 1°C por 15 dias.

f. Efecto de la concentraciéon de
filtrados fungicos y su actividad
antagoénica

Adicionalmente, a la evaluacibn de las
condiciones de cultivo optimas, se evalud la
actividad inhibitoria de los filtrados fangicos al
emplear una dilucion de los mismos al realizar
la técnica de vertido en placa diluciones: %; Y4
y 1/8. Asimismo, se compardé su actividad

86



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

inhibitoria con un fungicida agricola Ramcaf ®
(4 g/L) en PDA. La actividad antagbnica de
filtrados fungicos se estim6é a través del
porcentaje de inhibicion.

g. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados
empleando un analisis de varianza con un
valor de significancia de p<0,01 y comparacion
multiple: Test de Tukey con un valor de
significancia de p<0,05. Empleando el software
de GraphPad InStat (Version 6.01, GraphPad
Software Inc.). Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado y los resultados que
se presentan corresponden a la media y +
desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

actividad
frente a

a. Cepas flngicas con
antagonica directa
Colletotrichum sp.

En el presente estudio se evalu6 el potencial
de 35 cepas fungicas Vviables, como
potenciales agentes de control biologico del
patdgeno fangico Colletotrichum sp. para ello
se empled la técnica de enfrentamiento dual
como prueba directa para seleccionar a cepas
fungicas como BCAs, obteniendo resultados
variables con porcentajes de inhibicién entre el
22 y el 70% contra Colletotrichum sp.
Consiguientemente, los datos obtenidos fueron
clasificados segun la escala de Bell, la cual
emplea cinco niveles de inhibiciébn para la
seleccion de BCAs potenciales (Bell et al.,
1982).

De acuerdo a la escala de Bell se
seleccionaron 4 cepas flngicas con actividad
inhibitoria 6ptima, nivel Il. Las cepas: CP12,
CP17, CP18 y CP34, las cuales presentaron
porcentajes de inhibicion entre el 60 y 70%
contra el desarrollo del fitopatogeno
Colletotrichum sp. Por otro lado, las cepas
fungicas restantes presentaron una actividad
inhibitoria leve (59 — 40 %) y deficiente (39 —
22%). Asimismo, en las placas de
enfrentamiento dual de las cepas
seleccionadas CP12, CP17, CP18 y CP34 se
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observé dos posibles mecanismos

antagonicos: la antibiosis desarrollada por la
cepa CP34, que se caracteriza por la inhibicion
a distancia del crecimiento y desarrollo de
Colletotrichum sp. (Fig. 1A) y la competencia
desarrollada por las cepas CP18, CP17 y
CP12.

Figura 1. Actividad antagdnica directa de
cepas fungicas contra Colletotrichum sp.: A.
CP34 inhibe a Colletotrichum sp. sin contacto
directo (antibiosis), B, C, D. Cepas CP12,
CP17 y CP18 inhiben a Colletotrichum sp. a
través de mecanismos de competencia. E.
Colletotrichum sp. (control de crecimiento).

En el presente estudio, se observé una mayor
actividad antagonica empleando la cepa CP34,
presentando un porcentaje de inhibicion del
70% frente al desarrollo micelial de
Colletotrichum sp. De acuerdo a la figura 6A,
se observa la ausencia de contacto directo
entre la cepa CP34 y Colletotrichum sp. Cabe
recalcar que las cepas seleccionadas en este
estudio CP12, CP17, CP18 y CP34;
potenciales BCAs son hongos filamentosos,
clasificados anteriormente como Aspergillus
sp. y Penicilium sp. (Cardenas, 2016);
géneros que han sido ampliamente reportados
por su capacidad de producir una variedad de
metabolitos secundarios.

b. Actividad antag6nica de filtrados
fangicos frente a Colletotrichum sp.

Los filtrados fungicos presentaron actividad
antagénica frente a Colletotrichum sp.,
obteniendo porcentajes de inhibicion entre el
51y 56% (figura 2). Por lo cual, los resultados
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de actividad antag6nica moderada (porcentaje
de inhibicibn mayor o igual al 60 %; nivel Il
segun la escala de Bell) obtenidos al emplear
los filtrados de Aspergillus sp. CP12, CP17,
CP18 y Penicillium sp. CP34 son comparables
a los ya reportados en otros estudios y
albergan la posibilidad de ser empleados
potencialmente en contra de Colletotrichum sp.
Sin embargo, cabe notar que las condiciones
de cultivo para la obtencion de los mismos
pueden afectar su produccién y por tanto su
actividad antagonica contra el patégeno.

A través de la optimizacion de las condiciones
de cultivo, los filtrados fungicos presentaron
mayor actividad antagénica frente a
Colletotrichum sp. al evaluar el efecto de la
agitacion 'y el fotoperiodo obteniendo
porcentajes de inhibicion mayores al 70%. Del
mismo modo, al evaluar pardmetros quimicos
como la concentracion de glucosa y la fuente
de nitrogeno. Los filtrados fungicos de los
cultivos suplementados con 20 g/L glucosa y
19, 11 g/L cloruro de amonio en el medio,
presentaron porcentajes de inhibicion mayores
entre el 88 al 91 % frente a Colletotrichum sp.

para las cepas Aspergillus sp. CP17 vy
Penicillium sp. CP34. Siendo este la
formulacién o6ptima para obtener mayor

actividad antagonica frente al patégeno. Por
otro lado, el co-cultivo de los BCAs con
Colletotrichum sp., revel6 porcentajes de
inhibicion  menores en comparaciéon a los
obtenidos en cultivos axénicos. Por tanto,
siendo descartada como condicién de cultivo
6ptimo.

60 - a

50

40

309

Inhibicién (%)

209

1049

Figura 2. Actividad antagoénica de filtrados
fungicos producidos en cultivo batch a 27+1°C
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por 15 dias de BCAs (Aspergillus sp. CP12,
CP17, CP18 y Penicillium sp. CP34) frente a
Colletotrichum sp. durante 15 dias de
incubacién, empleando la técnica de vertido en
placa (dilucién 1:2, v/v). Las lineas verticales
representan la desviacion estandar de tres
replicas. Las letras no comunes indican
agrupaciones con diferencia significativa en el
Test de Tukey (p < 0.05)

c. Actividad antagdénica a diferentes
concentraciones de los filtrados
fangicos frente a Colletotrichum sp.

En la figura 3, se observa la actividad
antagonica de los filtrados fangicos de las
cepas de Aspergillus sp. CP17 y Penicillium
sp. CP34. Los porcentajes de inhibicién
variaron entre 88 al 94 % empleando una
dilucién 1:2; de 82 al 86 % empleando una
dilucion 1:4 y por ultimo entre 67 al 69 % al
emplear una dilucibn 1:8, presentando
diferencia estadisticamente significativa
respecto al control negativo (Colletotrichum sp.
desarrollado en ausencia de filtrados de BCAS)
y con el fungicida agricola Ramcaf ® (Control
positivo).

% Inhibicién

Figura 3. Actividad antagénica de filtrados
fuangicos de las cepas Aspergillus sp. CP17,
Penicillium sp. CP34 y fungicida agricola
Ramcaf® frente al desarrollo de
Colletotrichum sp.

Durante 15 dias de cultivo. Ensayo realizado
con la técnica de vertido en placa: dilucion 1:2;
1:4 y 1.8 (vliv). Las lineas verticales
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representan la desviaciébn estdndar de tres
replicas. Las letras no comunes indican
agrupaciones con diferencia significativa para
el Test de Tukey (p < 0.05). Control negativo (-
). Colletotrichum sp. cultivado en PDA en
ausencia de BCAs

CONCLUSIONES

En el presente estudio, cuatro cepas fungicas:
Aspergillus sp. CP12, CP17 y CP18, y
Penicillium sp. CP34 fueron seleccionadas
como BCAs por su actividad antagonica frente
a Colletotrichum sp., presentando porcentajes
de inhibicion mayores al 60%. A través de la
optimizacion de condiciones de cultivo de los
BCAs seleccionados, se determiné que las
condiciones de cultivo Optimas para la
obtencion de filtrados fangicos con mayor
actividad antagbénica es el fotoperiodo,
agitacion y suplementacion del medio con
glucosa y cloruro de amonio al presentar
porcentajes de inhibicion entre el 88-91 %
frente a Colletotrichum sp.
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Resumen

Esta investigacion muestra los resultados del reciclado de viruta de hierro fundido y su transformacion en
nanoparticulas de oOxido de hierro mediante tecnologia bottom-up, por via electroquimica. Las
nanoparticulas obtenidas tienen un contenido de hierro de 99.43 %, un tamafio en el rango de 40 y 200
nandémetros, de forma redondeada y regular, fueron aplicadas en la remediacion de aguas contaminadas
con metales pesados proveniente de ingenios mineros, se pudo remover cadmio en un porcentaje de
84,27 luego el plomo en un porcentaje de 4,42 y el zinc en un porcentaje de 92,74.

También se aplic6 en remediacién de aguas subterraneas naturales contaminas con arsénico con
capacidad de adsorciéon 38% para el Arsenico (lll). Esta capacidad es bastante superior a las arenas
recubiertas con éxido férrico (0,32 a 0,64 mg/g), lo cual es bastante promisorio.

Palabras clave: viruta, reciclado, bottom-up, deposicién electroquimica, nanoparticulas de 6xido
de hierro.

Abstract

This research shows the results of the recycling of cast iron chips and their transformation into iron oxide
nanoparticles using bottom-up technology, via electrochemistry. The nanoparticles obtained have an iron
content of 99.43%, a size in the range of 40 and 200 nanometers, rounded and regular, were applied in
the remediation of water contaminated with heavy metals from mining mills, cadmium could be removed in
a percentage of 84.27 then lead in a percentage of 4.42 and zinc in a percentage of 92.74. It was also
applied in remediation of natural groundwater contaminated with arsenic with adsorption capacity 38% for
Arsenic (l11).

This capacity is much higher than sands coated with ferric oxide (0.32 to 0.64 mg/g), which is quite
promising.

Keywords: chip, recycling, bottom-up, electrochemical deposition, iron oxide nanoparticles.
metdlicos en productos terminados, el material

es arrancado o cortado con una herramienta
de corte (Tschatsch, 2009).

INTRODUCCION

La industria metalmecanica utiliza para la

fabricacion de piezas y partes metdlicas el El proceso de mecanizado estd bastante

proceso de mecanizado por arranque de
viruta, que produce una gran cantidad de
desperdicio en la transformacion de materiales

extendido sin embargo el aprovechamiento del
material es bajo, ya que las dimensiones de la
pieza en bruto o lingote deben corresponder a
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medidas mayores a la pieza a fabricar. Cuando
se comparan los pesos de la pieza terminada y
de la pieza en bruto, se puede observar que
entre el 40 al 80% del peso del lingote se
elimina en viruta dependiendo de la forma de
la pieza. (Tschéatsch, 2009). La productividad
del proceso de transformacién por mecanizado
esta en relacién directa con la produccién de la
viruta, por lo tanto, a mayor produccién de
piezas se tiene una mayor produccion y
volumen de viruta.

El mecanizado por arranque de viruta ha sido
un componente importante de la fabricacion
mundial del siglo XX y lo seguira siendo en el
siglo XXI, esto lo confirma la creciente
demanda y produccibn de maquinas y
herramientas para este proceso en la Ultima
década. De hecho, ambos aspectos
representan un componente importante del
producto interno bruto de un pais y es un
indicador del bienestar de la economia de un
estado (ICEX, 2013).

En la actualidad la demanda del mercado
exige la produccion industrial en masa para lo
cual se han desarrollado maquinas de control
numérico computarizado (CNC), que permiten
una mayor produccién de piezas en un menor
tiempo y por lo tanto también la generacién de
mayor volumen de viruta (Martinez, 2008)

Otro factor importante a considerar es que, en
el proceso de mecanizado por arranque de
viruta, se utiliza fluidos de corte tales como
aceites de corte o taladrinas, para refrigeracion
y lubricacién del proceso, que se mezclan con
la viruta, si no son tratados por centrifugacion
u otros métodos normalmente contienen de 20
a 30% de fluido de corte, por lo cual puede ser
considerado como residuo peligroso si llega al
suelo o se vierte en los vertederos. (IHOBE,
2012)

La viruta de hierro fundido procedente del
proceso de mecanizado es un desperdicio y
contamina el medio ambiente, pero podria ser
valorizado mediante la conversion en una
fuente potencial para la generacion de
nanoparticulas para la remediacion de aguas y
suelos contaminados.
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El proceso de reutilizacion de la viruta de
hierro fundido, abre las posibilidades de
obtener nano particulas de 6xido hierro con
alto valor agregado para diferentes
aplicaciones en nanotecnologia, ademas que
en su procesamiento pueden obtenerse
subproductos para diversas aplicaciones.

Proponemos producir nanoparticulas de éxido
de hierro a través del método bottom-up con
caracteristicas de talla, propiedades fisicas y
guimicas que permitan su aplicacion
economica y competitiva, en el campo de la
remediacibon de aguas contaminadas, que
permitird la reduccién de la contaminacion
ambiental.

En la presente investigacion se realizo el
reciclado de la viruta de hierro fundido
mediante la tecnologia bottom-up
obteniéndose nanoparticulas de oOxido de
hierro para diferentes aplicaciones en
nanotecnologia, especialmente en la
remediacion de aguas y suelos contaminados,
ademas que en su procesamiento pueden
obtenerse  subproductos para diversas
aplicaciones. Asi mismo se establecié el
procedimiento Optimo de transformacion de
viruta de hierro fundido procedente del
mecanizado en nanopolvo de 6xido de hierro,
por via electroquimica.

Se realizaron los ensayos Yy pruebas
adecuadas para la caracterizacion vy
verificacion de la calidad de las nanoparticulas
obtenidas. Finalmente se evalu6 la eficiencia
del proceso en la produccién y su posibilidad
de escalamiento a nivel industrial.

METODO Y MATERIALES

La metodologia aplicada para la obtencion de
nanopolvo de 6xido de hierro fue la tecnologia
bottom-up por via electroquimica en una cuba
electrolitica con una solucion de agua
destilada y sulfato de hierro, entre el catado
(placa de acero inoxidable) y anodo (barra
conductora de microparticulas de hierro de 45
Mm compactado) se aplicd corriente eléctrica
con una tension en corriente continua, dando
lugar a una deposicion y acumulacion de
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nanoparticulas de 6xido de hierro en las placas
del catodo y en el fondo de la cuba.

Produccion de nanoparticulas de éxido de
hierro

Se usO microparticulas de hierro de 45 um
obtenidas por triturado y tamizado con
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tecnologia top-down a partir viruta de hierro
fundido, la que fue recolectada de empresas
metalmecénicas y rectificadoras del medio. El
tamafio y la forma de la viruta de hierro fundido
es muy variado, su caracteristica principal es
la de ser fraccionada y discontinua en tamafios
entre 1 a 15 mm, y angulos de torsion de 0 a
180 grados con una consistencia fragil.

Figura 1. Tamiz de malla MESH 325 para la obtencién de polvo fino de hierro de 45 um
(Fuente: produccidn propia)

La preparacion de polvo fino de hierro de 45
MM consisti6 en realizar una seleccion
minuciosa para evitar la presencia de
materiales extrafios para lo cual se utilizd
electroimanes que permiten seleccionar solo lo
metalico.

Una vez clasificadas las microparticulas de
hierro de 45 ym se procedi6 a la compactacion
en troqueles de acero SAE 1045 tratados

térmicamente, construidos especialmente para
este propésito, se rellend los troqueles con
polvo fino de hierro de 45 pm, al cual se
sumergio un hilo conductor de cobre para
facilitar la conexion eléctrica. En una prensa
hidraulica el polvo fino de hierro fue

comprimido a una presién de 200 Bar, para la
obtencion de barras conductoras o d&nodos de
seccion circular con un diametro de 17 mm y
50 mm de longitud, como se muestra en la
Fig.2.

Figura 2a. Troqueles de acero SAE 1020

Figura 2b. Barras conductoras obtenidas
por compresion

(Fuente: produccidn propia)
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Las caracteristicas de la prensa hidraulica
(Fig.3) son:

Presion de trabajo max.: 400 bares
Diametro externo del piston: 90 mm

Accionamiento de la bomba hidraulica con
motor eléctrico:

Potencia del motor: 3.5 kW

Recorrido atil: 300 mm

Como catodo se utilizaron laminas de acero
inoxidable AISI 316 de dimensiones 5x5 cm, y

1.5 mm de espesor. Se construy6 una cuba de
vidrio de dimensiones 370x150x110 mm en la
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gue se armaron 14 catodos y 12 4nodos con
una distancia entre los mismos de 1 cm de
forma alternada.

Figura 3. Prensa hidraulica para
compresion del polvo fino de hierro en los
troqueles de acero SAE 1045 (Fuente:
produccién propia)

Figura 4. Cuba electrolitica de 370x150x110 mm

Como electrolito se us6 una solucién de 16 gr.
Sulfato de amonio ferroso (sal de Mohr)
(NH,),Fe(S0,),6H,0 por litro de agua
destilada ( H,0).

El circuito eléctrico se instal6 con una fuente
de alimentacion o transformador monofasico
con relacion de 220/12 V de corriente alterna a
corriente continua e interruptor de paso.

Después de un periodo de aplicacion de 10
horas se contabilizo la produccién de 50 gr.
con un rendimiento promedio de 5,0 gr/Hr.

(Fuente: produccion propia)

Recoleccién de nanoparticulas de oxido de
hierro

Una vez terminada cada prueba se procedio al
secado de los catodos en una estufa eléctrica
a temperatura de 100°C posteriormente se
rasparon los catodos con una paleta en un
recipiente con base magnética, las
nanoparticulas de Oxido de hierro quedaron
atrapadas también en la base del recipiente
procediéndose de la misma manera.
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Figura 5. Deposicion y acumulacion de nanoparticulas de 6xido de hierro en las placas
del catodo y en el fondo de la cuba. (Fuente: produccion propia)

Determinaciébn de la composicion de las

nanoparticulas de 6xido de hierro.

Los componentes presentes en las muestras
de nanoparticulas de 6xido de hierro fueron
determinados mediante el método de
espectrometria de dispersiébn de energia de
rayos X (EDS) en un equipo de las siguientes
caracteristicas: Equipo portétil de
Fluorescencia de Rayos X Nombre del equipo:
X-RAYFLUORECENCE  SPECTROMETER,
MARCA ELVAX Modelo: CEP-
01AAEC412131001 Marca Proespectror LE se
opera mediante iPaQ integrada, con software
en ambiente Windows con sefales tanto
luminosas como auditivas.

Determinacion del tamarno de las
nanoparticulas de hierro
La determinacion del tamafio de las

nanoparticulas de 6xido de hierro se realizé en
un equipo de las siguientes caracteristicas:

Microscopio electrénico de barrido; Scanning
Electron Microscope (SEM)

Marca del instrumento de medida: JEOL (field
emission cannon JSM 7900f)

Capacidad de aumentos: 500X a 200000X en
ampliacion de la imagen

Detector: Upper Electron Detector
tension de aceleracion i.e. 1.00 kV

(UED);

Mode Gb = Electron type

El procedimiento experimental seguido para
este proceso consistio en:

Preparacion de la muestra con los siguientes
pasos:

1. Deposicion de los polvos a observar en
pequefias placas de silicona
recubiertas de oro.

2. Eliminacion de grumos y exceso de
polvo soplando aire con una pipeta

3. Metalizacién de los polvos con 15 nm
de oro para repararlos y evitar la
contaminaciéon de la camara del
microscopio.

RESULTADOS

Las nanoparticulas de 6xido de hierro fueron
obtenidas mediante el proceso electroquimico
a partir de micro particulas de 45 ym de viruta
procedente del proceso de mecanizado.

En el proceso electroquimico se determin6 que
la produccion y el rendimiento mejoran
sustancialmente al aumentar el numero de
electrodos y la tension aplicada entre los
mismos, alcanzdndose una produccion de 50
gr en un tiempo de 10 Hr. con un rendimiento
de 5,0 gr/Hr.

Los componentes presentes en las muestras
de nanoparticulas de Oxido de hierro fueron
determinados mediante el método de
espectrometria de dispersion de energia de
rayos X (EDS). Los resultados obtenidos se
detallan en la Fig. 6.

95



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

Julio, 2022

%

120,00
100,00 9943
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00 0,

Fe Cu
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Figura 6. Composicion quimica de nanoparticulas de 6xido de hierro. (Fuente:
produccién propia)

El contenido de hierro es de 99,43%, el resto
de los componentes es proximo a es cero.

El tamafio de las nanoparticulas se determiné
en un Microscopio electrénico de barrido
(SEM) de 100000X de aumento se observaron

nanoparticulas con una morfologia regular, en
forma de esferas que se distribuyen
regularmente sobre la superficie con una talla
de 40 a 200 nanémetros.

100nm JEOL 4/10/2018
x200,000 1.00kV UED GB WD 3.6mm 11:04:17

Figura 7. Imagen de nanoparticulas de 6xido de hierro observadas con aumento de
200.000X Fuente: Lab. Nanomateriales Uni. La Salle - Francia)
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Figura 9. Imagen de nanoparticulas de 6xido de hierro observadas con aumento de
100.000X Fuente: Lab. Nanomateriales Uni. La Salle - Francia)

Segun el el trabajo de proyecto de grado para
optar titulo de licenciado en ingenieria quimica
de la postulante Silvia Eugenia Quispe
Cespedes titulado “Remocion de metales
pesados zinc, cadmio y plomo de las aguas de
copajira provenientes de la mina siglo XX,
mediante nanoparticulas de 6xido de hierro”

Se obtuvieron los siguientes resultados, en el
cual se aplicaron las nanoparticulas obtenidas,
se pudo remover uno de los metales mas
pesados como el cadmio en un porcentaje de
84,27 luego el plomo en un porcentaje de 4,42
y el zinc en un porcentaje de 92,74 y cuyo
resultado se muestra en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1 Resultados de remocién de metales (Quispe, 2019)

RESULTADOS REFERENCIA*
pARAMETROS Prueba Premocisén- Prueba Premocion- Prueba Premocion-
-1 1 -2 2 -3 3 Minimo Maximo
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Zinc (mg/L) 613,9 44,55 858,6 o127 | | | - 3,0
Plomo (mg/L) 0,871 0,83 1,76 0,943 1,419 0,563 | - 0,6
Cadmio (mg/L) 30,48 4,81 35,4 002 (| | | - 0,3

Aplicacion de nanoparticulas de oxido de
hierro y hierro en aguas subterraneas
contaminadas con arsénico con las siguientes
caracteristicas: calidad del agua sin tratar es
relativamente  dulce, de  conductividad
moderada a baja, salinidad baja, bajo
contenido de aniones competitivos con el

arsénico para remocion por adsorcion sobre la
superficie de las nano particulas; i. e. nitratos,
sulfatos cloruros y bicarbonatos. El arsénico se
encuentra presente en el agua en forma de
arsenitos, As (lll). Esta especie es mas dificil
de adsorber que el arseniato, As (V).
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Tabla 2. Andlisis de la calidad de las aguas subterraneas tratadas
RESULTADOS DE LABORATORIO

Método de Limite de Norma
Parametro Unidad e o C Resultado Boliviana Observaciones
analisis cuantificacion 512
L. SMWW 3125 B. .
Arsénico pg-As/L ICP/MS 0,06 113 10 No satisface

En pruebas realizadas el 6 de mayo de 2022 (Escalera R.) en pozos de agua contaminados con
arsénico se tuvieron los siguientes resultados:

Tabla 3. Resultados de prueba de adsorcidén sobre nano particulas de hierro metalico,
Fe(0) y magnetita, FeO.Fe20s. Concentracién de nano particulas = 10 mg/l (Escalera R.)

16 I i 0, 0,
_ Concentracion de Concengre}uon de Capaadagi de Capamdqd de % - ) -
Tiempo, ArSEnico arsénico, adsorcion, adsorcion, remocion remocion
min ng-As(lllyl Iée(O) Og-As(l/1, mg-As(lIl)/g. mg-As(lIl)/g. de As(lll), de As(lll),
9 ' Magnetita Fe(0) Magnetita Fe(0) Magnetita
0 94,44 97,73 0 0 0% 0%
2 77,34 82,85 1,71 1,49 18% 15%
4 54,29 58,00 4,02 3,97 43% 41%
6 58,37 66,99 3,61 3,07 38% 31%
20 58,27 58,40 3,62 3,93 38% 40%
X Fe(0) OMag
110 -~
= 100
3 o
@ 80 4
% X
§ 70 4
@ o
g 60 1 o X ®
8 x
50 4
40

0 5 10

15 20 25

Tiempo, min

Figura 10. Resultados de prueba de adsorcion sobre nano particulas de hierro metélico,
Fe(0) y magnetita, FeO.Fe20s;. Concentracion de nano particulas = 10 mg/l (Escalera R.)

Estos resultados nos muestran que las
nanoparticulas de 6xido de hierro, son aptas y
eficientes para la remediacion de aguas
contaminadas por metales pesados
procedentes de ingenios mineros existentes en
diferentes zonas mineras de Bolivia

DISCUSION
Los resultados de la investigacion

experimental indican que las nanoparticulas
obtenidas tienen un contenido de Oxido de

hierro de 99,43% con ausencia de metales
pesados y un tamafio que estd en el rango
entre 40 y 200 nanémetros con una morfologia

regular en forma de esfera distribuidas
regularmente sobre la superficie
especialmente los de 40nm, estas

caracteristicas permiten su aplicacion en el
campo de la remediaciéon de aguas residuales
industriales contaminadas con cromo,
mercurio, arsénico, vanadio y otros metales
pesados.
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En el articulo Structural, optical, electrical and
dielectrical properties of electrosynthesized
nanocrystalline iron oxide thin films (S.S.
Kulkarni, 2003) se detalla la obtencién por
electrodeposicién de una pelicula delgada de
oxido de hierro nanocristalino sobre sustrato
de acero inoxidable a partir de un bafio de
sulfato alcalino, como anodo se utilizé grafito
puro. En el presente proyecto se siguié el
mismo procedimiento con la diferencia de que
el material de origen es viruta metdlica de
hierro fundido procedente del mecanizado de
piezas, considerado como  desperdicio
contaminante.

La utilizacién de nanomateriales de 6xido de
hierro ha recibido mucha atencion debido a su
propiedad Unica, como alta relacion de area de
superficie a volumen, modificabilidad de la
superficie, excelentes propiedades magnéticas
y gran biocompatibilidad. Los nanomateriales
de oOxido de hierro son nanosorbentes
eficientes para metales pesados y organicos
contaminantes son las aplicaciones mas
atractivas y exitosas. (Xu, 2012).

Por otra parte, algunos autores indican que las
nano particulas de hierro no ejercen efectos
toxicos en la comunidad bacteriana acuatica
de rios. (Gheju, 2017)

En el articulo “El biogas del futuro se alimenta
de hierro” de la revista BIOTECH dice: “Uno de
los descubrimientos mas destacados de esta
investigacion liderada por el profesor ICREA
Victor Puntes, del ICN2, y el doctor Antoni
Sanchez, de la UAB, fue que Ilas
nanoparticulas de 6xido de hierro que llegan a
las depuradoras no solo no eran toxicas para
los microorganismos, sino que aumentaban
dramaticamente la produccion de biogas”.

La remediacién de aguas contaminadas por
metales pesados procedente de ingenios
mineros a través de nanoparticulas de éxido
hierro obtenidas a partir de viruta de hierro, en
la presente investigacion se constituye en
potencial recurso en la proteccion del medio
ambiente.
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Del andlisis de costo de produccion de
nanoparticulas de Oxido hierro a partir de viruta
de hierro fundido se evidencia que en
comparacion al producto importado es muy
conveniente en términos de costo-beneficio
debido a que alcanza a un 30% menos del
precio internacional nanoparticulas($86/100g)
(US Research Nanomaterials, Inc., 2017).

Por otra parte, con la produccion de
nanoparticulas de 6xido de hierro a partir de
viruta de hierro fundido es posible reducir la
cantidad de viruta a nivel departamental y
nacional.

CONCLUSIONES

Mediante la presente investigacion se logro
obtener nanoparticulas de hierro con talla
comprendida entre 40 y 200 nanémetros vy
pureza de 99,43% utilizando la tecnologia
bottom-up conseguido con equipo disefiado y
construido  especificamente  para  este
propésito, la metodologia desarrollada permite
una produccion competitiva y factible de
escalamiento a gran escala con costos muy
accesibles.

El aporte de la investigacion radica
fundamentalmente en la obtencion de
nanoparticulas de 6xido de hierro a partir de
viruta de hierro fundido, que puede ser
aplicado en la remediacion de aguas
contaminadas con metales pesados
especialmente en las zonas en las que existe
explotacion minera, y agua subterranea natural
contaminada con arsénico presente en varias
zonas de en Bolivia.
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Cochabamba — Bolivia

Desarrollo de un Protocolo para la Evaluacién de Microorganismos
Fijadores de Nitrégeno y Solubilizadores de Fosforo y Potasio

Giovanna Plata, Jesus Alberto Aguilar
E mail: g.plata @proinpa.org

Resumen

Los microorganismos benéficos pueden representar un potencial para el desarrollo de biofertilizantes
para diversos cultivos, disminuyendo el uso de fertilizantes de origen sintético si se combinan con
microorganismos fijadores de nitrégeno y solubilizadores de fésforo y potasio. En el presente estudio se
ha desarrollado el protocolo de evaluacién de microorganismos para la formulacién de biofertilizantes, de
las 30 cepas evaluadas de diferentes géneros: Azospirillum sp., Azotobacter sp., Bacillus pumilus,
Pseudomonas fluorescens, Penicillium bilaii, Trichoderma sp., Bacillus methylotrophicus y Bacillus
aryabhattai, se ha determinado que el mejor método de seleccion es utilizando medios de cultivo liquido,
porque permite determinar si su eficiencia sera alta, moderada o baja. Se han identificado 6 cepas con
alta eficiencia para los tres pardmetros evaluados: Azotobacter chroococcum (3), Azospirillium brasilense
(5 y 6), Pseudomonas fluorescens (25 y 26) y Penicillium bilaii (28 y 29). Para una mejor eficiencia se
recomienda formular biofertilizantes utilizando consorcios microbianos de al menos tres microorganismos.

Palabras clave: Microorganismos, solubilizadores, fijadores, cepas

INTRODUCCION

En la agricultura moderna se aplican altos
niveles de fertilizantes minerales y otros
agroquimicos, con el fin de incrementar la
produccién y cubrir la creciente demanda de
alimentos. Aunque el uso de estos insumos
presenta ventajas inmediatas en el rendimiento
de los cultivos, es bien sabido que su uso
puede afectar negativamente la calidad y
productividad de los suelos agricolas. Debido a
esta situacion, el uso de microorganismos
benéficos ha cobrado importancia como
alternativa a la fertilizacién quimica.

La mayoria de suelos donde crecen plantas
existen comunidades microbianas que abarcan
una gran variedad de géneros y especies. Esta
microbiota simbionte obligada o facultativa,
esta asociada al reciclaje de nutrientes, a
aumentar el crecimiento vegetal y a acelerar el
desarrollo o mejorar la resistencia de las
plantas al estrés ambiental, a la produccién de
fitohormonas, metabolitos y enzimas, a inducir
la resistencia basal de las plantas, a la

supresion de patdgenos en el suelo o a
desempenfarse como agentes
entomopatégenos (Sturz et 2000 vy
Harrison, 2005).

al.,

Existe una diversidad de microorganismos
(hongos, bacterias, actinomicetos y otros) que
viven dentro de las plantas (enddfitos), estos
se localizan en espacios intracelulares,
intercelulares o en el tejido vascular; otros
viven en la zona radicular (rizésfera y
rizoplano). Estas Ultimas tienen un efecto
directo sobre la nutricibn de la planta o la
defensa contra enfermedades de suelo.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un
protocolo de evaluacion de cepas fijadoras de
nitrégeno de vida libre y cepas solubilizadoras
de fésforo y potasio. Como una alternativa
para la formulaciébn de biofertilizantes que
contribuyan a mejorar los procesos de reciclaje
de nutrientes que se encuentran fijados en los
suelos.

En este momento, donde los fertilizantes han
doblado su precio es una alternativa amigable
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y de bajo costo para los productores, porque
va ayudar a incrementar el rendimiento de sus
cultivos, va reducir las enfermedades de suelo
y lo mas importante es que con la
incorporacion de microorganismos benéficos
se va potenciar la salud del suelo.

MATERIALES Y METODOS
A. Material de trabajo:

La Fundacion PROINPA cuenta con un cepario
de microorganismos nativos, de los cuales se

han seleccionado los siguientes
microorganismos para el estudio: Azospirillum
sp., Azotobacter sp., Bacillus pumilus,

Pseudomonas fluorescens, Penicillium Dbilaii,
Trichoderma sp., Bacillus methylotrophicus y
Bacillus aryabhattai. Estos microorganismos se
encuentran guardados en congelacion a -20
°C bajo diferentes formas (Figura 1).

Figura 1. Aislamientos conservados en
diferentes medios: glicerol, leche vy
conservacion en perlitas.

B. Activaciéon de hongos y bacterias del
cepario:

Para el estudio, los microorganismos fueron
sacados de conservacion 14 bacterias y 3
hongos y multiplicados en medios especificos
segun el género. Para todos los Bacillus se
utilizé el medio agar Tripticasa de soya (TSA),
Pseudomonas fluorescens fue activada en el
medio King B con glicerol (KB), Azospirillum y
Azotobacter en medio NFb y Penicillium bilaii
y Trichoderma sp. en papa Dextrosa Agar
(PDA). Las placas de bacterias fueron
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incubadas a 28°C por 48 horas y el hongo a 24
°C por 7 dias.

C. Caracterizacion de los
microorganismos:

Una vez activados los diferentes

microorganismos, se procedi6 con la

caracterizacién de los siguientes mecanismos
de accion: fijacion de nitrégeno, solubilizacion
de fésforo y potasio, y produccion de &cido
indol acético (AIA).

El procedimiento utilizado
caracterizacion fue el siguiente:

para la

c.1l. Fijaciébn de Nitrogeno: Se trabajé en
base al protocolo de Velazquez-Gurrola &
Ramos-Alegria (2015). Todos los
microorganismos fueron sembrados en medio
Agar Pikovskaya sdlido y liquido (sin agar), el
tinte utilizado fue purpura de bromocresol con
un pH de 7. Las placas fueron incubadas de 5
a 10 dias a 28 °C. El caldo fue sembrado en
tubos, los cuales estuvieron en agitacion
constante de 180 rpm a una temperatura de 28
°C. La evaluacion fue visual, se registraron
como positivas aquellas cepas en las cuales
se observé el cambio de color en placas como
tubos. Simultdneamente, se realizaron lecturas
a una longitud de onda 405.

c.2. Solubilizadoras de Fdésforo: El
procedimiento fue similar al del nitrégeno pero
se trabaj6é con el medio de cultivo NBRIP con
roca fosforica; el tinte utilizado fue azul de
bromotimol con un pH de 7. Tanto las placas
como los tubos se incubaron durante 5 a 10
dias a 28°C. La evaluacion fue visual,
registrandose como positivas aquellas cepas
en las cuales se observé el cambio de color en
placas como tubos. Simultdneamente, se
realizaron lecturas a una longitud de onda 545.

c.3. Solubilizadoras de Potasio: El
procedimiento fue similar al de nitrégeno, se
utilizd el medio de cultivo Agar Pikovskaya
modificado con suplemento de extracto de
levadura, el tinte utilizado fue purpura de
bromocresol con un pH de 7. Tanto las placas
como los tubos se incubaron durante 5 a 10
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dias a 28°C. La evaluacién similar a N y P,
para la lectura se utilizé la longitud de onda
405nm

c.4. Produccion de &cido Indol Acético
(AlA): Para esta prueba las bacterias fueron
multiplicadas en caldo nutritivo con adicion de
triptéfano de 1g/L y Penicillium y Trichoderma
en caldo de Papa con dextrosa, todos los
matraces fueron incubados en agitacion a 180
rpm a 28 °C durante 5 a 7 dias. Transcurrido
este tiempo, se realizé el revelado con el
reactivo de Salkowsky en una relacion 1:4. Se
reportaron como positivas las muestras que
viraron a tonos rojizos. Luego se realizé una
lectura a 545 nm y para determinar los valores
de AIA se comparo6 con loa valores del patron.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados de
la caracterizacion 27 bacterias y tres hongos
evaluados en este estudio.

Fijacion de Nitr6geno

Para la evaluacién de fijacion de nitr6geno se
evaluaron 27 cepas de bacterias y tres de
hongos. Todas fueron sembradas en medio
sélido y en caldo. Se consideraron positivas
las que viraron de color (Figura 2).
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Figura 2. Desarrollo de bacterias en medio
sélido de Pikovskaya.

Como se observa en la Figura 2, las 10
bacterias evaluadas son fijadoras de nitrégeno,
por el tamafo del cambio de color se puede
determinar que unas son mas eficientes que
otras, pero no se puede cuantificar.

Cuando se evalla la misma reaccién en caldo
se determina mejor las diferencias de
tonalidades obtenidas (Figura 3). Las cepas E
y F serian las mas eficientes, seguidas por C,
luego estarian las cepas AB,D, H y J. Las
menos eficientes son G y J. Si se compara las
10 cepas evaluadas con los testigos que se
encuentran a los extremos, se puede observar
gue todas las cepas tienen la habilidad de fijar
nitrégeno atmosférico.

&=

Figura 3. Evaluacion de la fijacion de nitrégeno por diferentes cepas de Azospirillum y

Azotobacter en medio liquido de Pikovskaya
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De manera general, existe una correlacién de
la evaluacion en medio so6lido y medio liquido.
La ventaja que en el medio liquido ademas se
puede tener un dato cuantificable y se
observa claramente, el proceso de fijacion en
el tiempo.

Solubilizacion de Fosforo

Algo similar se observa en la solubilizacion del
fésforo, la reaccion en medio liquido es mas
clara que en sodlido. Algunas cepas son mas
eficientes que otras.

Solubilizaciéon de Potasio

El mismo comportamiento se observa en la
solubilizacién de Potasio.

Por lo tanto, a continuacion se presentan las
placas con las soluciones de las tres pruebas,
siendo las mas eficientes las que viraron a
color amarillo. Las muestras estan colocadas
en fila, son 30 muestras y las dos Ultimas es el
medio control y a lado de ellas se encuentra
simplemente agua. Las tres filas superiores
corresponden a nitrégeno y las tres inferiores a
potasio (Figura 4).
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Figura 4. Placa de ELISA conteniendo las 30
cepas en estudio, dos testigos y un blanco, las
tres filas superiores corresponden a la fijacion
de nitrogeno y las tres inferiores a
solubilizacion de Potasio.

Los resultados de la solubilizacion de fésforo
se observan en la Figura 5, los hoyos amarillos
corresponden a las mejores cepas
solubilizadoras de fésforo, seguidas por las
tonalidades verdosas y luego las azules claras
y las que no solubilizan son azul intenso.

Figura 5. Placa de ELISA conteniendo las
30 cepas en estudio, dos testigos y un
blanco, las tres filas corresponden a la
solubilizacion de Fosforo.

En el Cuadro 1, se observa la lectura y el viraje
de color de los tres macronutrientes,
pudiéndose observar que existen cepas que
tienen la habilidad de fijar N y solubilizar
Fosforo y Potasio como son: Azotobacter
chroococcum (3), Azospirillium brasilense (5 y
6), Pseudomonas fluorescens (25 y 26) y
Penicillium bilaii (28 y 29).
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Cuadro 1. Resultados de la evaluacion de 30 cepas de la Fundacion PROINPA, por sus
habilidades en la fijacion de Nitrégeno y la solubilizacién de Fésforo y Potasio.

1 2 3 4 5 6

RN R Y 0472 0,433 0,279 0,235
0,24 0,191 0,177 0,334
K CRSORCK: 0,590 gy 0,26 0,418

15
1,661

16
0,74

17 18

3,87 1,466 0,545

P 0523 0589 0482
046 0441 0,59

25 26 27 28 29 30
0,328 0,316 0425 0229 0,431
0,277 0,246 0,368 0,126 0,32

0,554 0,464 0,444 0.605 0,314

Las cepas 3 y 4 corresponde a Azotobacter
chroococcum, las  cepas 1,2,5,6,7,8,9,
10,11,12,13,14 corresponden a Azospirillum
brasilense, la 15 y 16 son Paenibacillus
polimixa, 17 Bacillus aryabhattai, 18 Bacillus
methylotropicus, 19, 20,21 y 22 son Bacillus
pumilus, de la 23 a la 27 corresponden a
Pseudomonas fluorescens, 28 y 29 son
aislados de Penicillium bilaii y la 30 una cepa
de Trichoderma que fija Nitrégeno.

Como se observa en los resultados, aunque
muchas de las cepas corresponden a las
mismas bacterias, se comportan de diferente
manera, por lo cual es imprescindible
caracterizar los mecanismos de accion
siempre antes de utilizarlos en pruebas de
invernadero o campo.

En estos ultimos afios se ha desarrollado
fertilizantes de liberacién lenta, los
microorganismos con fijacion moderada a lenta
podrian ayudar a desarrollar este tipo de
fertilizantes, pero lo que se debe estudiar es la
concentracion de estos microorganismos en la
formulacién a desarrollar.

Ya que para comprender mejor la habilidad de
fijacidbn o solubilizacién se realiz6 una prueba
adicional colocando diferentes cantidades de
microorganismos en los tubos, los resultados
indican que a mayor concentracion la

11 12

7 8 9

10

0,502 0,259
0,491 0,241 0,32
0,67 0,449 0,721

31 32 33

velocidad de fijacion o solubilizacién se acelera
(Figura 6). Es importante determinar la
cantidad de biofertilizante a utilizar al momento
de la siembra considerando que aun inicio las
plantulas poseen un escaso sistema radicular.

La mayoria de las bacterias son fijadoras de N
y solubilizadoras de Fésforo y Potasio con alta
eficiencia, un menor ndamero son
moderadamente eficientes y el nUmero de baja
y ninguna actividad estan casi a la par.

= N
v O

LRy

Nada

Ndmero de cepas
=
o

Alta Media Baja

Grado de Fijacion o solubilizacion

EN mP mK

Figura 6. Grado de eficiencia de las diferentes
cepas en fijacion de nitrégeno y solubilizacion
de Fosforo y Potasio

Produccion de &cido Indol Acético (AIA):

En la evaluaciéon de produccion de AlA, las
cepas de Azotobacter, Azospirillum,
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Pseudomonas  fluorescens, Paenibacillus
polimixa, Bacillus aryabhattai, Bacillus
methylotropicus producen de media a altas
concentraciones de AlA; en cambio los hongos
producen una cantidad baja.

Este factor es muy importante, porque el acido
indol acético ayuda a promover el desarrollo
radicular de las plantas. Un volumen
abundante de raices va ayudar a absorber
mejor los nutrientes y el agua, puede penetrar
a mayores profundidades.

Una planta con un buen desarrollo radicular,
desarrollo muy bien es resistente al ataque de
plagas y enfermedades ademas soporta
factores adversos como heladas y sequias.
Por ende también tendra un buen rendimiento.

CONCLUSIONES

e Entre los dos medios de cultivo evaluados
para a formulacién de biofertilizantes, el
medio liquido es mas eficiente porque
permite determinar el grado de eficiencia
con mucha claridad, ademas que se puede
cuantificar.

¢ Los microorganismos fijadores de nitrégeno,
solubilizadores de fésforo y potasio se
encuentran ampliamente distribuidos en
gran diversidad de suelos y cultivos
agricolas, s6lo que algunos muestran mayor
actividad que otros.

e La inoculacibn de consorcios de
microorganismos puede incrementar la
diversidad microbiolégica del suelo, en

especial en suelos empobrecidos o
agotados, permitiendo el aprovechamiento
del acervo mineral de los mismos vy
mejorando las condiciones de desarrollo de
los cultivos.

e Es importante determinar la concentracion
de los microorganismos seleccionados en la
formulacién del biofertilizante, de tal forma
gue, en fases iniciales de desarrollo de las
plantas, los microorganismos no fijen
nitrdgeno o solubilizen fésforo o potasio en
grandes cantidades.
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e Se debe considerar al menos dos
aplicaciones del biofertilizante, una al inicio
y otra al aporque o cuando la planta este de
unos 20 cm.

e Se recomienda hacer evaluaciones de
biofertilizantes con la adicion de fertilizantes
sintéticos o guanos descompuestos en
diferentes proporciones, con el propdsito de
hacer mas eficiente estas aplicaciones y
disminuir la contaminacién ambiental.
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Resumen

Con el objetivo de determinar el efecto de la micorriza arbuscular (MA) y niveles de fésforo Glomus
fasciculatum en el desarrollo y productividad de cinco variedades nativas de papa. El disefio experimental
que se utilizé fue el de Blogues Completos al Azar (BCA), con tratamientos estructurados de 6x2x3 con 3
repeticiones. Las variedades de papa nativa tuvieron diferentes respuestas tanto a la inoculaciéon con G.
fasciculatum, y a fésforo. La longitud de raiz incrementd linealmente en las variedades Malkacho 1 (63.7 cm),
Polonia (51.75 cm), Waych’a (50.25 cm) y Yuraj Imilla (52.8 cm). El rendimiento fue mayor con la inoculacion
de 100 kg/ha de micorriza G. fasciculatum (5.41 tn/ha), siendo las variedades con mayor rendimiento las
variedades Malkacho 1 (7.02 tn/ha) y Malkacho 2 (7.14 tn/ha). Las variables frecuencia de colonizacién (%),
numero de esporas, peso fresco de follaje fue mayor con la aplicacion de 100 kg/ha de la micorriza G.
fasciculatum, en las variedades Malkacho 1 (29.35%), Malkacho 2 (31.62 %), Yuraj imilla (29.16%) y Yana
Runa (28.70%). El fosforo afectd la frecuencia de colonizacion (%) y niumero de esporas disminuyéndolas
con dosis superiores a 60 kg/ha y 65 kg/ha, respectivamente.

Palabras claves: Micorrizas (MA), biofertilizante, papa nativa, fosforo.

INTRODUCCION

Segun Guido et al. (2001), la papa es uno de
los cultivos mas importantes en el mundo. El
consumo per capita en Bolivia es 823 Kg/afio.
La aplicacion de elementos biol6gicos que
actian de forma coordinada en la interface
suelo-raiz, como e€j. estan los hongos
formadores de micorrizas — arbusculares
(Dodd, 1999 y Sylvia, 1999). El objetico es
determinar el efecto de la micorriza arbustiva
(MA) y niveles de fosforo Glomus fasciculatum
en el desarrollo y productividad de cinco
variedades nativas de papa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron equipos, material de vidrio,
material de invernadero, reactivos vy
Superfosfato triple 0-46-0 (46% de P205). El
material vegetal fue proporcionado por la
Fundacion PROINPA, las variedades nativas

de papa utilizadadas son de la especie
Solanum tuberosum ssp andigena y fueron:
Polonia, Malkacho, Yana Imilla, Yuraj imilla y
Waych’a. Se utilizé la Micorriza (HMA) Glomus
fasciculatum, el cual conto con 15 esporas por
gramo.

El disefio experimental que se utilizo fue el
de Bloques Completos al Azar (BCA), con
tratamientos estructurados de 6x2x3 con 3
repeticiones.

Las variables de respuesta fueron:

Rendimiento: Una vez realizada la
cosecha se pesaron los tubérculos y se
realizo la conversion a toneladas por
hectarea asumiendo una densidad de
44.000 plantas/ha.

Evaluacion de la micorriza Glomus
fasciculatum
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a. Método y procedimiento para evaluacién

de raices: Las muestras de raiz de papa
fueron lavadas y colocadas en tubos de
ensayo, sumergidas en una solucién de
KOH al 10%, luego calentadas en estufa
a 90°C durante 10 minutos y luego
lavadas con agua, luego se introdujo en
tubos de ensayo, sumergidas en una
solucién de tinta al 5% en vinagre, estos
tubos se colocaron en bafio Maria a 90°C
por 15 minutos. Después reposaron por
20 minutos y luego se lavaron. Las
raices mas finas se cortaron en
segmentos de un centimetro de longitud
y se colocaron 20 segmentos sobre un
portaobjeto con una gota de agua y se
cubrié con placa de vidrio y se observd
en estereoscopia (Sanchez et al 2009).
El método y procedimiento para
evaluacion de frecuencia de colonizacion
(%) realizé con la siguiente férmula:

N° de segmentos colonizados
x 100

N° de segmentos totales observados

b. Metodo y procedimiento para conteo de

namero de esporas: Se tomaron
muestras de 20 gramos de suelo
proveniente de cada maceta, el cual se
tamiz6 con tamiz de 2mm. Se pasoé la
muestra por tamices superpuestos, de

a) Rendimiento (tn/ha):
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pum. ElI material que quedo sobre los
tamices intermedios (120 pm y 40 um),
fue recogido con una espatula de punta
fina y pas6 a tubos para centrifuga de 50
ml. El volumen del tubo con muestra y
agua fue de 30 ml y 15 ml y se afiadio
sacarosa a los tubos. Luego se agito el
fondo de cada tubo con una espatula,
luego se centrifugaron a 3200 rpm por 6
minutos. Esto para la separacion clara en
tres fases: agua, sacarosa y suelo.
Posteriormente se tamizé el liquido en
papel filtro, el cual se puso en caja petri
cuadriculado y finalmente se realiz6 el
conteo de esporas con un estereoscopio
(Sanchez et. al, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la variable
rendimiento se estimaron diferencias
entre las Variedades (Pr=0.0001),
Micorriza  (Pr=0.0338) y  Fdsforo
(Pr=0.0051). Para variedad y micorriza
se realizé6 comparacion de medias y para
fésforo regresion lineal.

La figura 1 muestra que las variedades
con mayor rendimiento (tn/ha) fueron
Malkacho 1 (7.02 tn/ha) y Malkacho 2
(7.14 tn/ha).

tamafios de poro 450 pum, 120 um y 40 La
8
E a a
£6 - b b
o, | C 3
4 d
=
2 B
[a)
Z0 -
'&J Malkacho1 Malkacho2  Waych'a Yuraj Imilla Yana Runa Polonia
VARIEDADES

Figura 1. Rendimiento (tn/ha) en variedades de papa nativa

Con la aplicacion de micorrizas con el nivel de
100 kg/ha el rendimiento de papa fue superior,

con el cual se obtuvo 5.41 tn/ha (Figura 2). Al
respecto Monteiro y Susana (1983) afirman
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que ensayos en invernadero incrementaron el
rendimiento y contenido de nutrientes de las
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plantas.
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Figura 2. Rendimiento de la papa nativa (tn/ha) por efecto de la micorriza

El rendimiento incrementd linealmente con la aplicacion de fosforo, esto coincide con lo
mencionado por Palmieri (1988), y Bolafios (2001), quienes afirman que el fésforo tiende a

aumentar el rendimiento total (figura 3).
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Figura 3. Efecto del nivel de fosforo en el rendimiento del cultivo de papa nativa.

b) Frecuencia de Colonizacién de micorriza (%) en raices de papa nativa: El analisis de
varianza de la variable frecuencia de Colonizacién de micorriza MA Glomus fasciculatum en las
raices de papa, mostré diferencias significativas para las variedades (Pr=0.0037), niveles de
micorriza (Pr=0.0001) y niveles de fosforo (Pr=0.0042). Para variedades y micorriza se realizé
comparacion de medias y para fosforo analisis de tendencias.

La frecuencia de colonizacion (%) de la
micorriza MA Glomus fasciculatum fue superior
(Pr=0.0019) en las variedades Malkacho 2,
(31.62 %), Malkacho 1 (29.35 %), Yuraj imilla
(29.16 %) y Yana Runa (28.70 %) siendo
Waych’a la de mas baja porcentaje de
colonizaciéon (Figura 4). Estos valores fueron

aproximados a los informados por Terry
(2001), quien encontr6 un 39 % de
colonizacién en plantas de tomate inoculadas
con G. fasciculatum.
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FRECUENCIA DE
COLONIZACION DE
MICORRIZA (%)
[EEN
()]

Malkacho 1Malkacho 2 Waych'a  Yuraj YanaRuna Polonia
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VARIEDADES

Figura 4. Frecuencia de colonizacion de micorriza en variedades de papa nativa

La frecuencia de colonizacion tuvo un valor elevado cuando se inoculo con 100 kg/ha siendo este
de 32 .19 % (Figura 5). Ruiz et al. (1997) y Terry et al. (1998), indican como positivos valores entre
30-40 % para las plantas de tomate inoculadas con HMA.

N
o
(o)

o

MICORRIZA (%)
= N w

FRECUENCIA DE
COLONIZACION DE

o o o
I

0 100
NIVEL DE MICORRIZA (kg/ha)

Figura 5. Frecuencia de Colonizaciéon de micorriza en el cultivo de papa nativa.

La variable frecuencia de colonizacién de micorriza incrementa cuadraticamente (Pr=0.0012) a
medida que aumenta los niveles de fosforo siendo el nivel 6ptimo 60 kg/ha (Figura 6).

al 33 %
E_ o
G208 28 \
85 ¢
S3c 2
oo 0 50 100 150
NIVEL DE FOSFORO (kg/ha)

Figura 6. Regresion cuadrética para la variable Frecuencia de Colonizacion de micorriza en
raices de papa nativa.

Con respecto a estos resultados, Diederichs y Moawad (1993), mencionan que la aplicacién

excesiva de fertilizantes quimicos afecta el proceso de formacién y desarrollo de la simbiosis

micorrizica.

4.3. Nomero de Esporas: Respecto a la fasciculatum, el cuadro 3 sefiala que existen
variable Numero de esporas de Glomus diferencias significativas en variedad
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(Pr=0.0094), micorriza (Pr=0.0001) y fdsforo
(Pr=0.022). Para variedad y micorriza se
realiz6 comparacion de medias y para fosforo
analisis de tendencias.

La variedad Malkacho 1 es igual a Malkacho 2
(Pr<0.3861), Yuraj imilla (Pr< 0.1499) y Yana
runa (Pr< 0.199) pero es diferente a Polonia
(Pr< 0.012) (Figura 7) y muestra que el
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namero de esporas encontradas en 100 gr de
suelo fue diferente entre variedades. Azcon y
Barea (1980), mencionan que también el tipo
de hospedero influye sobre la colonizacion y
produccion de esporas, siendo generalmente
las plantas con elevada demanda de fésforo
como en papa que responden mejor a la
micorrizacion.

w
o
o
o
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000 -

(op

NUMERO DE
ESPORAS (100 gr)

P PN
o u
o O
o o
I

500 -

Malkacho 1 Malkacho2 Waych'a Yuraj Imilla Yana Runa
VARIEDADES

Polonia

Figura 7. Namero de esporas de micorriza/100 gr de suelo en cultivo de papa nativa.

En la figura 8 se observa que existe mayor
namero de esporas en el tratamiento con indculo
100 kg/ha, en comparacion con el testigo (0
kg/ha).
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Figura 8. NUmero de Esporas/100 gr de suelo.

La variable Numero de esporas
linealmente 'y disminuye cuadré

9) Graham et al.

evidencias que demuestran que los altos niveles
de P disminuyen la colonizacion.

Il//,,_—-—||———--_\\lI
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Figura 9. Regresién cuadratica parala
variable NUmero de Esporas.

CONCLUSIONES

Incrementa g ondimiento se vio afectado por la inoculacién

ticamente . . .
. k de la micorriza Glomus fasciculatum, ya que el
(Pr<0.0081) a medida que aumenta los niveles ya d

de fésforo siendo el nivel 6ptimo 65 kg /ha (Fig.
(1996), de igual manera
coinciden afirmando que existen numerosas

rendimiento fue mayor con la inoculacién de 100
kg/ha de micorriza (5.41 tn/ha), siendo las
variedades con mayor rendimiento las
variedades Malkacho 1 (7.02 tn/ha) y Malkacho

112



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

2 (7.14 tn/ha). Las variables frecuencia de
colonizacién (%) y numero de esporas fue
mayores con la aplicacion de 100 kg/ha de la
micorriza  Glomus fasciculatum, en las
variedades Malkacho 1 (29.35%), Malkacho 2
(31.62 %), ademés de Yuraj imilla (29.16%) y
Yana Runa (28.70%). Con la inoculacion de 100
kg/ha de micorriza se obtuvo una frecuencia de
colonizacion (%) de 32.19 %. El fésforo afectod
la frecuencia de colonizacion (%) y nimero de
esporas disminuyéndolas con dosis superiores a
60 kg/ha y 65 kg/ha respectivamente.
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esporas de micorriza arbusculares (MA)

Omar Flores?; llich Figueroa?y Noel Ortufio®
omarfloresllanque @gmail.com

Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de la labranza tradicional (LT) y labranza minima (LM) en interaccién con
Bacillus sp.; Testigo, 1 kg/ha=NB1, 2 kg/ha=NB2 y 3 kg/ha=NB3. Se evaluaron las siguientes variables
en microorganismos: Tasa de multiplicacién de esporas de micorrizas arbusculares (MA), unidades
formadoras de colonias (UFC) de hongos totales y bacterias totales; en las plantas se evaluaron: (altura
de planta, diametro de tallo, nimero de hojas, rendimiento comercial del bulbo y longitud de raiz). Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: La multiplicacion de MA tuvieron mejores efectos con 3 kg/h
y bajo labranza minima. Se concluye que la labranza minima contribuye a la produccién de micorrizas
arbusculares.

Palabras clave: Rizobaterias promotoras de crecimiento vegetal PGPR, Hongos micorricicos
arbusculares HMA, Labranza, Cebolla.

INTRODUCCION

Actualmente se buscan nuevas tecnologias
sostenibles de produccion organica Yy
ecoldgica, como el uso de los
microorganismos benéficos, controladores de
patégenos y promotores de crecimiento,
que conserven o} mejoren las
caracteristicas del suelo, el rendimiento y
calidad de los productos (Rojas et al. 2012).

El género Bacillus forma endosporas, como
estructura de sobrevivencia en condiciones
desfavorables, son habitantes regulares del
suelo y constituyen parte de la rizosfera de
las plantas como colonizadores eficaces,
debido a que son productores de sustancias
como hormonas, antibidticos y otros
metabolitos que impiden el establecimiento
de microorganismos patdgenos (Gamarra,
2017).

Un 80 % de plantas, pero el 95% de las
plantas micorrizadas son colonizadas por la
especie de micorriza arbuscular (MA),

aportando multiples beneficios, como en la
absorcion de murientes, resistencia a
patdgenos y resistencia en condiciones de
estrés biotico y abidtico (Bustamante, 2019).

En la interaccion biolégica entre micorriza,
bacteria y planta. Cada elemento de esta
asociacion juega un rol. Es muy importante
saber que los hongos micorricicos son
simbiontes obligados ya que necesitan una
planta para sobrevivir y completar su ciclo
bioldgico; de lo contrario, la bacteria Bacillus
se desarrolla de manera natural en los suelos
de todo el mundo (Tech 2015).

El Objetivo es evaluar el efecto de labranzas y
microorganismos nativos PGPRs sobre la
multiplicacion de esporas de micorrizas
arbusculares (MA).

MATERIALES Y METODOS

Materiales
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Se utilizaron cepas de  micorrizas
arbusculares (MA) y Bacillus sp. provenientes
del “cepario de microorganismos nativos del
Laboratorio de Microbiologia Agricola y
Bioinsumos”, de la FCAPyF-UMSS. Se
utilizaron plantas de cebolla (Allium cepa L.)
como plantas trampa.

Métodos

La  multiplicacibn de las  micorrizas
arbusculares (MA) ser realizo por el método de
sustrato solido que implica una seleccién de un
sistema de propagaciéon conformado por una

planta  hospedadora 'y un  sustrato,
generalmente se busca un medio que
proporcione aireacion, baja proporcién de
nutrientes disponibles, que no inhiban el

establecimiento de la asociacién y libre de
patégenos (Osorio et al. 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Microrganismos

Julio, 2022
Micorrizas Arbusculares (MA)

Para la variable esporas de (MA), se
encontraron diferencias altamente
significativas entre las labranzas (Pr<0,0001),
Bacillus sp. (Pr<0,0001) y en la combinacion
de ambos (Pr<0,0001). Cuando se combin6
las labranzas con Bacillus sp. (Figura 1), se
mostrd un incremento de esporas a media que
incrementa el nivel de Bacillus, resultando con
mejor efeto la LM+NB3 sobre la multiplicacion
de micorrizas (MA). La falta de labranza o
labranza minima suministra las condiciones
mas apropiadas para el establecimiento de la
simbiosis entre las plantas y las micorricicos
arbusculares (MA). Las préacticas de labranza
minima o reducida reflejan mayor presencia
de los microorganismos del suelo, favorece la
acumulacién e incorporacién de residuos
vegetales sobre la superficie del suelo, la
dinamica de colonizacibn y esporulacion
(Alfonso y Ponciano, 2003).
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Figura 1. Efecto de la dosis de Bacillus sp. en combinacion con las labranzas sobre la

multiplicacion de micorrizas (MA).

Hongos totales (HT)

Para la variable hongos totales (HT) se encontraron diferencias altamente significativas entre
las técnicas de labranzas (Pr<0,0001), Bacillus (Pr<0,0001) y en la combinacién de ambos

(Pr<0,0001).
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Figura 2. Efecto de las labranzas en combinacion con la dosis de Bacillus sp. sobre las
unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos totales.

Bacterias totales (BT).

Para esta variable se encontraron diferencias altamente significativas entre las labranzas
(Pr<0,0001), Bacillus sp. (Pr<0,0001), y en la combinacién de ambos (Pr<0,001).
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Figura 3. Efecto del Bacillus sp. en combinacion con las labranzas, sobre las unidades
formadoras de colonias (UFC) de bacterias totales (BT).

Planta de cebolla (Allium cepal.) estratificacion de los nutrientes poco méviles,
bdsicamente P y K, en los primeros
a) Rendimiento comercial del bulbo centimetros del suelo, debido a la falta de

incorporaciéon  con  herramientas.  Esta
Para el rendimiento comercial de bulbo se acumulacién en superficie puede limitar su
encontraron diferencias altamente  absorcion por las plantas (Schalamuk et al.
significativas  solo para las labranzas 2003).
(p=0,002). En la (Figura 4), se observa el
mejor rendimiento con la labranza tradicional.
Este hecho puede atribuirse a una
caracteristica distintiva de los sistemas de
siembra directa o labranza minima es la

116



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

30,00 17,46

8 b
=] 20,00
2 __ \;‘
2 3 ® 10,00 V
£s% »
-g .g é 0,00 e
2 °E’ Labranza minima Labranza

9 (LM) tradicional (LT)

tipos de labranzas

Figura 4. Efecto de las labranzas sobre el
rendimiento comercial del bulbo de
cebolla (Allium cepa L.).

a. Longitud de raiz

Para esta variable se encontraron diferencias
significativas con las labranzas (p=0,0264) y
entre las labranzas en combinacién con
Bacillus sp. (p=0.0075). Con la aplicacion de
las labranzas, Figura. 5, se observa mayor
longitud con la LM=18,36 cm y menor efecto
con la LT=16,94 cm. Cuando se aplicé Bacillus
sp. Figura. 6, a medida que incrementa el nivel
de Bacillus, incrementa ascendentemente la
longitud de raiz, hasta el NB3=19,63 cm. Este
resultado puede atribuirse al realizar las
labores culturales como el aporque se dafaron
las raices y ocasiono un retardo en una
formacion de simbiosis entre la planta,
micorriza y Bacillus, donde se afirma que el
crecimiento del sistema radicular en los suelos
es afectado por la gama de propiedades del
mismo, pero a su vez, las propiedades del
suelo son modificadas por las raices, como
también el riego que induce cambios
significativos en el crecimiento radicular los
cuales pueden tener consecuencias
importantes para la produccion y calidad del
cultivo (Molina 2012).
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Figura 5. Efecto de las labranzas sobre la
longitud de raiz de plantas de
cebolla (Allium cepaL.).
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Figura 6. Efecto del nivel de Bacillus sp.
sobre la longitud de raiz.

CONCLUSIONES

Las plantas de cebolla (Allium cepa L.) en su
funcién de plantas trampas, inoculadas con
Bacillus sp. respondieron significativamente al
incremento de esporulacion de micorrizas
arbusculares (MA).

Las plantas de cebolla (Allium cepa L.) en su
funcion de plantas trampas, manejadas con
técnica de labranzas respondieron
significativamente al incremento de
esporulacion de micorrizas arbusculares (MA),
mostrando mayor multiplicacion de esporas,
bajo labranza minima LM.

Las densidades poblacionales microbianas,
para las colonias de hongos totales, en las
unidades experimentales inoculadas con
Bacillus sp. respondieron significativamente un
incremento.
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Cultivo de Arthrospira maxima (Spirulina) en fotobioreactor
condiciones ambientales bajo invernadero Valle Central Cochabamba
— Bolivia

Resumen

Autor: Jahel Quiroz C:
intirraymisig@gmail.com

El presente trabajo investigd el cultivo de microalga Arthrospira méxima (spirulina) en valores de
productividad cultivado en fotobiorreactor, condiciones ambientales bajo invernadero con el fin de
identificar y aprovechar temperaturas altas en las estaciones del afio en el valle central de Cochabamba-
Bolivia (Latitud: 17° 24' 50" Sur Longitud: 66° 9' 55" Oeste. Altitud 2555 m.s.n.m.). El fotobioreactor es
de PVC con 9 m2 de superficie. La productividad del cultivo se evalu6 en las diferentes estaciones del
afio. Obteniéndose 162 de litros 0.8 grs/lt semanalmente 6 0.114 grs/lt/dia aproximadamente;

descendiendo en invierno por bajas temperaturas.

Palabras clave: Cultivo, fotobiorreactor, productividad, Cochabamba- Bolivia, spirulina

INTRODUCCION

La disponibilidad de Iluz y un régimen de
luz/oscuridad se consideran dos de los factores
més importantes que limitan la productividad de la
biomasa de las microalgas bajo condiciones
ambientales (Richmond, 1990). El flujo turbulento
en el cultivo representa un medio practico para
mejorar la distribuciéon de la energia solar. Cuando
la turbulencia es insuficiente se convierte en el
patrén de flujo laminar, resultando en una
disminucién de la eficacia de la utilizacion solar. La
turbulencia también aumenta las tasas de
intercambio de nutrientes y metabolitos entre las
células y su medio de crecimiento (Grobbelaar,
1994). Se ha demostrado que aumentando el flujo
turbulento en los cultivos de Spirulina en
estanques, se incrementa la productividad, asi
como la densidad éptima (Richmond y Vonshak
1978; Vonshak et al., 1982).

La eleccién de un disefio 6ptimo de fotobiorreactor
para el cultivo masivo de microalgas es un factor
importante que rige la productividad general
fotosintética. Hasta la fecha, casi toda la produccion
comercial de esta alga se realiza en estanques en
la que el cultivo es agitado con una rueda de
paletas. Los fotobiorreactores cerrados
proporcionan muchas ventajas como mayor

disponibilidad de luz (alta relacién
superficie/volumen), control de temperatura, alta
concentracién de biomasa, disminucidon de costos
en la cosecha, baja tasa de contaminacion, y
facilidad de automatizar el proceso con el fin de
lograr una mejor utilizacion de la energia solar y
temperatura en todo momento. Por lo tanto, el
propdsito del disefio y desarrollo de los
fotobiorreactores a condiciones ambientales es
aprovechar la luz solar, disminuir costos y lograr la
maxima produccion de algas. La temperatura es un
parametro fundamental para el crecimiento de
microalgas. La biomasa microalgal responde
continuamente a la temperatura ambiental.La
temperatura celular se iguala a la temperatura del
medio de cultivo, en contraste con otros parametros
del medio como el pH. Ademéas de afectar a las
reacciones celulares, la temperatura también afecta
a la naturaleza del metabolismo, los requerimientos
notricionales y la composicién de la biomasa, si
bien dentro de los rangos 6ptimos tiene poca
influencia sobre la concentracién final de biomasa,
asi como la produccién y la composicién bioquimica
de las microalgas. (Abalde.J, Cid A. ,FidalgoP.,
Torres E, y Herrero C. ,1995)

En muchas regiones del mundo, la temperatura
puede representar limitaciones para la produccién
de la biomasa 6ptima en cultivos al aire libre de la
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spirulina. Aunque el efecto de la temperatura para
evaluar la velocidad de crecimiento a nivel de
laboratorio esta bien documentado, su efecto en
cultivos al aire libre, todavia no se entiende de
manera completa. Por las mafianas la temperatura
del cultlivo puede fluctuar en el rango de 15-20 °C;
y se alcanza una temperatura éptima al principio de
la tarde.Durante la estacion de invierno, la spirulina
no puede desarrollarse en estanques al aire libre,
excepto en zonas tropicales. La Unica maneraen
donde los cultivos pueden ser mantenidas para
superar las bajas temperaturas y poder reasumir la
produccion es ponerlo bajo invernadero y aumentar
la concentracion. (Spirulife,Primer taller del cultivo
de spirulina maxima, 2020).

En Bolivia, la regién semidesértica del valle
cochabambino presenta una gran luminosidad solar
caracterizada por el cielo despejado en las
estaciones de Otofio e invierno y ausencia de lluvia;
en cambio las estaciones de primavera y verano se

caracterizan por altas temperaturas y gran
luminosidad en dias soleados, ademéas de
presentar altas temperaturas diurnas siendo

adecuados para la produccion de biomasa. Sin
embargo, las mejoras en el disefio de un
fotobiorreactor podrian capturar la luz solar
disponible, siendo el objetivo del presente trabajo
evaluar la productividad de Arthrospira
méxima empleados en el cultivo masivo en
fotobiorreactor  rectangular bajo  condiciones
ambientales midiendo la biomasa producida 1 vez
por seman de A. maxima.

MATERIALES Y METODOS
Organismo y condiciones del cultivo

El in6culo de A. méaximafue obtenido de la
Coleccion de la primera biofabrica empresa
boliviana SPIRULIFE S.R.L. Santa Cruz-Bolivia. El
cultivo fue mantenido usando el medio de cultivo
Jordan Todos los nutrientes fueron disueltos en
agua declorada y ajustados a pH= 9.3. El volumen
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del cultivo de A. maxima en fotobiorreactor fue de
162 L manteniendo el rango de pH entre 9-9.7 y

con una temperatura maxima de 30 °C vy
temperatura minima de 23°C. El cultivo en
invernadero en fotobiorreator se localiz6 a

16°24’50"" de Latitud sur, 71°32°02"" de Longitud
oeste, altitud de

Disefio y operacion del sistema

El sistema utilizado en este estudio consiste de tres
partes: (1) Fotobiorreactor rectangular ocupa un
area de 9 m2 de 2) Bomba de aire, modelo SC-
3500; 3) Piedra difusora, manguera de 3 mm de
diametro y largo 3 metros, codos, llaves de paso. El
fotobiorreactor estd dentro un invernadero con
malla semisombra al 50%, para captar calor, evitar
la excesiva radiacion solar especialmente en las
estaciones de primavera, verano y proteger de la
contaminacion (lluvia, viento etc.). Para el mezclado
y oxigenacifion de la microalga se utilizé una
bomba de aire. El fotobioreactor tiene forma
rectangular ocupa una superficie de 9 m2; la
produccion de biomasa se calcula gramos de
biomasa seca por litro cada siete dias en las cuatro
estaciones del afio. El volumen del fotobioreactor
estda disefiado para 162 litros de solucién
microalgal. El volumen total del fotobioreactor es
0.144 m3, considera la profundidad de 0.2 m para
la produccién miroalgas.

Observacion microscépica de Arthrospira
méaxima
Se utiliz6 microscopio binocular con cuatro

objetivos, la lente utilizada fué 40x. Las imagenes
se registraron con cdmara de celular HUAWEI. La
spirulina es una microalga verde azulada, su forma
espiralada, color verde. Son microscipicas, son
organismos procariotas, reproduccion asexul, pared
celular gram negativa, organismos fotosintéticos,
poseen clorofila a,b y d, tilacoides,pigmentos como:
ficocianina,ficoeritrina, capacidad de fijara nitrdgeno

Figura 1. Fotobioreactor disefiado para el cultivo de Arthrospira maxima (Spirulina) dentro
invernadero. Vista externa del biorreactor rectangular
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Figura 2. Estructura espiralada de Arthrospira maxima en estaciénépocas estacionales de

primavera, verano

Figura 3 Estructura espiralada de
Arthrospira maxima en estacién de

Otofio

Crecimiento de A. maxima

El crecimiento de A. maximase desarrollé en
fotobiorreactor rectangular con 162 L de cultivo con

una concentracién

inicial

medido con disco de secchi

RESULTADOS Y DISCUSION

de 7 cm de turbidez

Figura 4 Vista microscOpica de
biomasa de Arthrospira maxima

Determinacion de la biomasa

Para determinar la biomasa algal se utiliza el de
disco de secchi para medir el grado de turbidez que
es el indicador para cosecha.

Tabla 1: Influencia de la temperatura en produccion de biomasa en las estaciones del afio

o]
Estacién del afio Tem;ieratura c > 3 2 Produccion de biomasa (gr/lt)
Invierno 14.6°C 17.56°C 23.68°C 19.5°C 0.21 gr/lt
Primavera 20.60°C 23.57°C 29.3°C 28°C 0.85 gr/lt
Verano 19.75°C 24.1°C 30.2°C 27.1°C 0,8 gr/lt
Otofo 17°C 22.24°C 26.61°C 25.34°C 0.68 gr/lt

La biomasa microalgal responde continuamente a la temperatura.

La figura 5 muestra una relaciéon

estacional entre el crecimiento de la biomasa de A maxima y la temperatura de 23,52 °C como
temperatura minima a 30,2 °C (Tabla 1, Figura 5)
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29,3 30,2
28 27,1
23,68 23,5 24,1
o 19,5 206 19,7
2 17,5
o
o 146
Q.
€
3
Invierno 0,21 Primavera 0,85 Verano 0,8 Otofio 0,68
W1 W2 ®3 W4 produccién de Biomasa gr/lt
Figura 5: Variacion detemperatura estacional en la produccién de Arthtrospira
Tabla 2: Productividad de biomasa de Arthrospira maxima
Tiempo Factor de Produccm_)n _b|0masa
peso seco diaria
92 dias 34.5 gr
91 dias 137.73
90 dias 129.53 grs
92 dias 110.35¢grs
160 CRECIMIENTO DE A. MAXIMA
137,73
140 129,53
120 110,35
100
80
60
10 34,5
0
92 Invierno 91 Primavera 90 verano 92 Otofio
™ Peso seco 34,5 137,73 129,53 110,35

TIEMPO

Figura 6: Crecimiento de Arthrospira maxima en fotobiorreactor rectangular
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La relacion del crecimiento de A. maxima en
fotobioreactor rectangular en invernadero de A.
maxima y la produccion, varia de 0.68 gr/lt a 0.85
gr/lt, de un volumen de 162 lts 6 0.162 m3. La
cosecha fue cada siete dias. (Tabla2, Figura 6)

Los resultados presentan la productividad
alcanzada bajo condiciones ambientales de la
regiéon de Cochabamba-Bolivia

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la temperatura
estacional incide sobre el sistema de cultivo en
fotobiorreactor rectangular bajo invernadero, afecta
la productividad de A. maxima en invierno no es asi
en primavera, verano y otofio. Por lo tanto se puede
optimizar el sistema de cultivo en fotobiorreactor
rectangular bajo invernadero, evidenciada una
productividad de biomasa 0.85 gr/It, 0.8 gr/lt, 0.68
en primavera, verano y otofio respectivamente. La
temperatura alcanzada durante el dia mostro ser
adecuadas para el cultivo de A. maxima en las
estaciones de primavera, verano y otofio.
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Evaluacion del rendimiento de biodiesel obtenido a partir de microalgas nativas de la
Bahia de Cohana empleando aguas residuales como medio de cultivo a nivel
experimental

Aguilar Tintaya Melisa Lidia
Contacto: melisaaguilart@gmail.com

Reslmen

El impacto ambiental negativo ocasionado por la produccién y uso del diésel, asi como del biodiesel de
primera generacién, ha motivado a indagar en alternativas, como el biodiesel a partir de microalgas que,
integrado con el uso de aguas residuales como medio de cultivo es una via prometedora como alternativa
sostenible. El objetivo del presente estudio es, evaluar el rendimiento de biodiesel obtenido a partir de
microalgas nativas de la Bahia de Cohana empleando agua residual lactea como medio de cultivo, para
establecerse como una alternativa de biocombustible sostenible. Para su cumplimiento, fueron asilados
los géneros Chorella Acuminata y Scenedesmus sp, a partir de cultivos mixtos obtenidos de la siembra
de muestra de microalgas de la Bahia de Cohana; dichos géneros tras su escalamiento, fueron
sometidos a distintos tratamientos con concentraciones diferentes de agua residual (100, 50 y 12,5%);
evaluandose durante 14 dias las condiciones del cultivo y disminucion de los pardmetros: nitrégeno total,
fésforo total y DQO. La biomasa obtenida fue cosechada, secada y sometida a un proceso de extraccion
de aceite para la obtencion de biodiesel, concluyéndose que del andlisis estadistico el género Chlorella
Acuminata es el nivel significativo para obtener mayor concentracién de biomasa a ser empleada en la
obtencién de biodiesel, logrando ademas, porcentajes representativos de remocion de fésforo total,
nitrégeno y DQO (99,43%, 39,17% y 85,66% respectivamente); asi también, es posible producir 250 ml
biodiesel a partir de 463 g de biomasa de microalgas nativas con rendimiento del 93, 76 %.

Palabras Clave. Microalga, agua residual lactea, biodiésel, transesterificacion, lipidos.

INTRODUCCION ambientales transversales que se generan
durante su proceso de produccion (Castillo
La creciente dependencia a combustibles et al., 2017).
fosiles de uso automotor, que significan un
riego al progresivo agotamiento del recurso El biodiesel de tercera generacion a partir
petréleo y aporte a la contaminacion de microalgas, es una solucion cada vez
atmosférica, ha motivado la ejecucién de  mas estudiada, por ser ambientalmente
numerosas investigaciones relacionadas  viable, sin embargo, aun no lo es en la
con la produccion de combustibles  dimension economica. Para ello es
alternativos de bajo impacto ambiental importante la investigacion de alternativas
(Rodriguez et al., 2016). que reduzcan los costes de produccion
mediante la aplicacion de vias sostenibles
El biodiésel ha surgido como una alternativa en sus procesos unitarios.
atractiva y viable para sustituir el diésel
convencional, presentando diferentes Por tanto, el presente trabajo busca evaluar
ventajas al ser biodegradable y menos el rendimiento de biodiesel obtenido a partir
toxico. Sin embargo, alternativas como el ~ de microalgas nativas de la Bahia de
biodiesel de primera generacion parecen no ~ Cohana empleando aguas residuales de la
ser una solucion total por los impactos  industria lactea como medio de cultivo, para
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establecerse como una alternativa de
biocombustible sostenible, frente al diésel y
biodiesel de primera generacion.

MATERIALES Y METODOS

La muestra de microalgas, se la obtuvo de
La Bahia de Cohana, en coordenadas
534253.380 m. (19S) 8190581.608 m
(Figura 1), esta se encuentra ubicada a
orillas del Lago Titicaca, a cercanias de la
comunidad Cohana, (municipio Puerto
Pérez), a una altitud de 3.821 m.s.n.m,
cuyas aguas de calidad D, tienen un
elevado nivel de eutrofizacién, por su alto
contenido en DBOs, N y P (Fontarbel, 2005;
BID, 2016).

[FLABORADO POR:
EST MEUSA LIDIA AGUILAR TINTAY A
OR:

[NG HUTCH MIKE MIRANDA MONTARO [COMUNIDAD COHANA

COORDENADAS: UTM 84 2020

Figura 2. Ubicacion del punto de muestreo
de microalgas Nativas. (Elaboracion propia,
2021).

Se tomo 5 | de muestra, siguiendo el
protocolo “método de toma de muestra
directa de superficie”, propuesto por la
Confederacion  Hidrografica de  Ebro,
Espafa (Ministerio de Medio Ambiente
Espafia, 2007).

1 ——
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Figura 2. Toma de muestra de microalgas.

a) Coleccion de 5 | de muestra de
microalgas. b) Muestra de microalgas
colectadas

En instalaciones del laboratorio de Quimica
de la Escuela Militar de Ingenieria EMI
UALP, donde la muestra, fue filtrada con
empleo de una malla de poliacrilonitrilo,
obteniéndose una muestra sin restos
visibles de otro material.

Seguidamente, se realiz6 un lavado de la
muestra por centrifugacion, en la centrifuga
multipropésito DMO 636 DLAB, a una
velocidad angular de 300 rpm para un
tiempo de 20 min (se repitié el proceso seis
veces).

Figura 3. Biomasa sedimentada tras la
centrifugacion.

Cuadro 1. Componentes para la
Preparacion del Medio BG-11

Solucion
# Componente para 1
litro
1 Nitrato de  amonio 149
(NHsNOs3)
2 Fosfato de sodio 0,059
dibasico
heptahidratado
Na2HPO4 7H20
3 Sulfato de Magnesio 0,075¢
MgSOas- 7H20
4 Cloruro de Calcio 0,036 g
CaCl2 2H20
5 Acido Citrico CsHsO7 0,006 g
6 Cloruro de Hierro FeCl2 0,004 g
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7 EDTA disédico de 0,001 g
magnesio MgNaz' H20

8 Carbonato de Sodio 0,02 ¢
Na2COs

9 Metales traza 1mil

10 Agar Agar 15¢

El aislamiento de microalgas en medio
sélido fue realizado en instalaciones del
laboratorio de Microbiologia dependiente del
Instituto de Investigacion Ciencia vy
Tecnologia - IICYT de la EMI UALP. Para el
mismo, se prepard el medio de cultivo BG-
11, el cual utiliza concentraciones muy altas
de nitrato y fosforo (Solano, 2017), en este
sentido, se tomé como base, las
proporciones indicadas segun bibliografia
(cuadro 1), para la preparacion de 1 litro de
medio de cultivo.

Una vez gelificado el medio de cultivo, se
procedié a la siembra de microalgas, por
rayado en estrias. El procedimiento se lo
realiza segun bibliografia (Arredondo vy
Voltolina, 2014).

Figura 3. Siembra de microalgas en placas
de agar. a) Materiales y equipos para la
siembra en placas de agar. b) Concentrado
de microalgas producto del lavado por
centrifugacion. c) y d) Barrido de 10 ul de
inoculo por estriado en medio solido.

Por su parte, la identificacion de géneros
presentes en los cultivos en placas de agar,
con base a sus caracteristicas morfologicas,
se lo realiz6 al interior de la camara de flujo
laminar; tomando como referencia el libro
‘Algas de Bolivia con énfasis en
fitoplancton”.

A fin de tener cultivos monoespecificos y
axénicos, el aislamiento fue realizado
siguiendo el protocolo del Manual de
Microbiologia General y Farmacéutica de la
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Universidad Nacional de San Luis (FQBYF,
2017); inoculando en presencia de un
mechero en el medio de cultivo preparado.
Las 27 cajas Petri con géneros aislados
fueron colocadas al interior de la

incubadora, a temperatura controlada de 25
°C, y flujo luminoso de 650 Im, por un
tiempo de 22 dias.

Figura 5. Cajas Petri con Géneros Aislados

a) Chlorella Vulgaris b) Chlorella Acuminata
c) Nitzschia sp. d) Nitzschia Palea e)
Ankistrodesmus falcatus f) Coelastrella sp g)
Scenedesmus sp h) Komvophoron sp

Las fases de escalamiento: cepa de trabajo
(100 ml), primer escalado (350 ml) y
segundo escalado (1 1), han sido realizadas
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del IICYT/ UALP, debido a que sus
instalaciones  contaban con control

automético para el fotoperiodo luz/oscuridad
(8:16).

Figura 6. Cultivos en tubos de ensayo de 10
ml con géneros aislados, dia 22.

a) C. Vulgaris b) C. Acuminata c) N. sp. d)
N. Palea e) A. falcatus f) C. sp g) S. sp h) K.

sp.
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a) Cultivos escalados a 350 ml. b) Sistema
de suministro de aire para la agitacion.

Las condiciones del cultivo escalado a 350
ml, durante 8 dias, fueron: flujo luminosos
900 Im (promocionado por un foco LED de
9W); temperatura del laboratorio oscilante
entre 19 a 22 °C, fotoperiodo luz: oscuridad
16:8 y agitacibn mecanica contante
proporcionado por una bomba de aire.

Figura 7. Géneros aislados escalados a 100
ml.

Las condiciones del cultivo escalados a 100
ml  fueron: flujo luminoso 900 Im
(proporcionado por un foco LED de 9W);
temperatura del laboratorio oscilante entre _ _ _ i
19 a 22 °C, fotoperiodo luz: oscuridad 16:8y ~ Figura 9. Sistema de cultivo de generos
agitacion manual realizada de manera  @islados en 850 ml.

periédica, por 6 dias

Las condiciones del cultivo a 850 ml,
durante 15 dias, fueron: flujo luminoso de
900 Im; temperatura del laboratorio oscilante
entre 19 a 22 °C, fotoperiodo luz: oscuridad
16:8 y agitacion mecéanica contante
proporcionado por una bomba de aire (con
caudal por cultivo de 11,35 m/s).

Escalado los cultivos de microalgas, se
procedié al disefio del fotobiorreactor a fin
de obtener una gran cantidad de biomasa,
para lo cual se empelaron las siguientes
ecuaciones:

Figura 4. Sistema de cultivo de géneros
aislados en 350 ml.

Ecuacion 1. Reaccion balanceada de la produccion de biomasa de microalgas

C
8h—
CO, + 0,821 H,0 + 0,007 HPO;2 + 0,111 NHf =3 0,738 CH, 4501 04No,15Po 000 + 0,909 0, + 0,262 COH~

Ecuacion 2. Ecuacion del crecimiento cinético respeto a la irradiancia

X I
(€ = ) = In () + 7 [Ku(QBD)(X = Xo) + (e7 400 — g Kat00)tr)
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Ecuacion 3. Ecuacion del consumo del sustrato limitante

Yes (So = S K S
+1 In(w+1)— — -In(—)
0

Hmax (t - to) = X,

Para finalmente obtener la ecuacion del volumen del reactor:

Ecuacion 4. Ecuacion del volumen del reactor

V=

Hmax(t — to) — In (Yxs (io =) + 1)
0

So + Y,

Remplazando los valores empleados para
las simulaciones, en el software Mathcad
Express Prime 6.0.0.0, se obtiene un
volumen de 8,135 | ~ 8l.

e (In (el =9) 1) - (5—0))

Por las caracteristicas de disefio del
fotobiorreactor seleccionado, este no
requiri6 de agitacibn mecanica, ya que es
remplazado por los sistemas de suministro

Cuad > Val oad | de aire y CO2, los cuales fueron
vacro o ~ valores empeados — para 1a introducidos por la parte inferior del riser. Es
determinacion del volumen del FBR . . .,
debido a que el riser es la seccibn que
ftem  Magnitud Fuente Unidades 2"&322&2 canaliza el flujo de aire y CO,, dando paso a
X,  003-001  Giraldo, 2013 gl 002 la mezcla gas-liquido generando flujo
Yy 05 Martos, 2011 g biomasa 0,562 ascenden'ge y el downcomer da el espacio
/9 €O, para el flujo descendente.
to 0,1 Propio estudio dia 0,1
Himax 0,331 Sandoval, 1/dia 0,1158
2013
K 0,007- Sanchez, g Co,/1 0,001
* 0,0009 2019 ’
So 1.358 Sandoval, gCO,/1 1,001 V¥
2013 : A i
S 0,251 Propio estudio gCo,/1 0,859 mmd Aﬁ

Cuadro 3. Valores adoptados para las dimensiones
del fotobiorreactor

Dimensiones del reactor

.
!

Altura del downcomer (Hy) 60 cm E
Altura del liquido (H)) 45 cm ¥ 1
Altura del riser (H) 36 cm
Altura del fondo (Hp) 3,6 cm
Altura separador gas — liquido (Hy) 5,4 cm
Diametro del downcomer (Dy) 15cm Fi
= : gura 10. Componentes del FBR y
Diametro del riser (D) 10,61 cm funcionamiento
Area del downcomer (49 176,71 cm?
Area del riser (4)) 88,41 cm?

Las aguas residuales empleadas como
medio de cultivo en el crecimiento de
microalgas nativas de la Bahia de Cohana
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para la produccién de aceite aplicado a

biodiesel pertenecen a la industria de
productos lacteos artesanales “Flor de
Leche”, ubicada en el municipio de

Achocalla. En total, la empresa doté de 40
litros de agua residual, las cuales fueron
dispuestas en bidones de 10 | y cerradas
herméticamente hasta su traslado al
laboratorio.

Con el fin de que el biodiesel obtenido por
transesterificacién pueda constituirse en una
alternativa de biocombustible sostenible de
bajo impacto ambiental, se considero el
establecimiento de dos sistemas de cultivo
de microalgas: con empleo de agua residual
sin diluir y diluida, de acuerdo a los
porcentajes 100%, 50% y 12,5 %.

Se definieron los factores, niveles y replicas
para el la construccion del disefio
experimental, determindndose que el
apropiado es del tipo “factorial asimétrico
fraccionario”. Por tanto, para su aplicacion
se empledé el software Minitab 19 TRIAL,
obteniéndose un total de 54 corridas, sin
embargo, se aplicé un disefio optimizado en
funcion a la cantidad de reactores
disponibles, siendo las corridas reducidas a
9.

Cuadro 4. Factores y niveles considerados para el
disefio experimental

Factor Niveles
COD. Especificacion
Chlorella
Género de Gl a acuminata
a mlcro_alga G5 a Scenedesmus
nativa sp
C as Consorcio
b Biomasa Xo1 b1 0,03 g/l
inicial Xo2 b2 0,02 g/l
So1 C1 0,0525 g/l
c  Sustrato Soz c2 0,0285 gl
Inicial
Sos c3 0,0057 g/l

Cuadro 5. Caracteristicas de cada reactor en funcion
a las corridas experimentales

Combinaci
Reacto 6n de . Xo
r tratamiento Genero g/l Sog/!
s
R1 albicy  Chlorella —poa 4 0525
acuminata

Julio, 2022
Scenedes
R2 a2blcl mus sp 0,03 0,0525
R3 a3 b2cl Consorcio 0,02 0,0525
R4 alb2cp  Chlorella 5y 4 5085
acuminata
Scenedes
R5 a2 b2c2 mus sp 0,02 0,0285
R6 a3 blc2 Consorcio 0,03 0,0285
R7 alb2cg  Chlorella 5o 5 5057
acuminata
Scenedes
R8 a2 b2 c3 mus sp 0,02 0,0057
R9 a3 blc3 Consorcio 0,03  0,0057

Figura 11. Sistema de produccion de
biomasa de microalgas

Para la cosecha de biomasa, se optd por la
aplicacion del método, sedimentacion por
gravedad. El proceso consistid en retirar la
aireacion de los reactores, a fin de dejar
sedimentar la biomasa por un tiempo
aproximadode 2h a3 h.

Sedimentada la biomasa, se extrajo el
medio de cultivo, por medio de la técnica de
sifonamiento, recuperandose por reactor un
volumen aproximado de 500 ml de biomasa
concentrada con medio.

Figura 12. Recoleccion masiva de biomasa
— técnica de sedimentacion por gravedad.

129



VIl Reunidon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

Seguidamente, 500 ml de muestra con
biomasa concentrada, fue filtrada para
finalmente extraer la biomasa con la
espéatula por barrido.

Figura 13. Proceso de filtracion de biomasa.

a) Sistema de filtracibn de biomasa. b)
Retirado de biomasa del papel filtro. c)
Biomasa filtrada.

Obtenida la biomasa filtrada, el proceso de
secado, se lo realizO6 por la técnica de
deshidratacion al sol, por ser sencillo y
economico. El tiempo de secado fue de 6
horas maximo y 4 h minimo. Finalmente, la
biomasa seca fue sometida a un proceso de
trituracion mecanica con ayuda de un
mortero de porcelana.

Figura 14. Biomasa de microalgas seca y
triturada

a, d y g Biomasa seca de Chlorella
acuminata reactores 1, 4 y 7; b, e y h:
Biomasa seca de Scenedesmus sp

Julio, 2022

reactores 2, 5y 8; d, f e ii Biomasa seca
consorcio reactores 3, 6 y 9; j: Biomasa
seca obtenida directamente de la Bahia de
Cohana.

Para la lisis celular, se aplico el método de
disrupciébn quimica, siendo esta segun
Barajas, et, al. (2014) la via optima si se
emplea HCI a una concentracién de 0,5 M
durante 30 min de exposicion a temperatura
ambiente.

Seguidamente, la extraccion del aceite se lo
ejecutd por el método Soxhlet con aplicacion
de un solvente quimico es considerado una
técnica que brinda buenos resultados En
este método, se recomienda el uso de éter
por ser un solvente no polar selectivo, al
extraer lipidos no polares de las microalgas,
como los triglicéridos, que son ideales para
la produccion de biodiésel (Salazar, 2012).

EIG

[N SALIDA
L DE AGUA
CONDENSADOR &
BN ENTRADA DE
AGUA
CARTUCHO CON
BIOMASA SECA

| l
EXTRACTOR ,‘ ==
SOXHLET
\‘ =—

| MATRAZ CON
B SOLVENTE ETER
oy PLACA
) gl CALEFACTORA

MATRAZ |
FONDO PLANO |8 h

i, !‘

Figura 15. Sistema de extraccion de aceite
de microalgas con empleo del equipo
Soxhlet

Obtencion del aceite de

Figura 16.
microalgas

a) Muestra solvente: aceite. b) Biomasa tras

la extraccion del aceite. c) Aceite y
disolvente separados. d) Aceite de
microalgas.
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El proceso de transesterificacion se lo
realiz6 con base a Aullon (2010), que, de
acuerdo al tipo de catalizador, el método es
del tipo catdlisis basica. Considerando que
la concentracién del reactivo NaOH debe
oscilar de 0,4 al 2% p/p de aceite obtenido.

Considerando una relacibn molar de
aceite/metanol de 1:6, una concentracion de
0,75 % p/p de NaOH, ademéas del peso
molecular tedrico del aceite de microalgas
de 857 g/mol (Aullon, 2010), la densidad del
metanol de 0,79 g/cm?® y peso del aceite de
213,50 g aceite, se calcul6 la cantidad de
alcohol e NaOH requerido.

Seguidamente se realizé la separacion de la
capa ligera (biodiesel) de la glicerina
formada, vertiendo la solucién reaccionada
al embudo de decantacién y se dejé en
reposo por 24 horas, pasado el tiempo, se
observé dos capas: la inferior (glicerina) y la
superior (biodiesel).

Figura 17. Separacion Biodiesel - Glicerina
RESULTADOS Y DISCUSION

Los 28 cultivos mixtos de microalgas de la
Bahia de Cohana sembradas en medio BG-
11 sélido, tras 22 dias de incubacién no
mostraron presencia de contaminacion por
hongos o bacterias, sin embargo, la
proliferacién de colonias fue distinta, siendo
el dia 22 en el cual se observo la presencia
de microalgas en casi todas las cajas Petri.

De acuerdo con Arredondo y Voltolina
(2014) el tiempo tedrico de aparicion de
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colonias en medio solido oscila entre el dia
4 al 10. Sin embargo, Barsanti & Gualtieri
(2014) mencionan que, tras cultivar las
microalgas a un entorno artificial en medio
de cultivo sintético, se produce un proceso
de adaptacién y/o seleccion, durante el cual
el crecimiento de la poblacién no ocurre o es
muy lento.

La identificacion de géneros de microalgas
de colonias presentes en los cultivos mixtos
por medio de la comparacion de sus
caracteristicas morfolégicas, con base en
fuentes bibliograficas, permitio el
reconocimiento de ocho especies distintas,
pertenecientes a seis géneros: Chlorella
Vulgaris, Chlorella acuminata, Nitzschia sp.,
Ankistrodesmus Falcatus, Coelastrella sp,
Scenedesmus sp y Komvophoron sp.

La identificacion de géneros de microalgas
en los cultivos mixtos, conjuntamente con el
método de aislamiento empleado, permitié
obtener 27 cajas Petri con cultivos
monoespecificos y axénicos; donde, el
tiempo de incubacibn reafirma lo
mencionado por Barsanti & Gualtieri (2014),
ya que indican que los géneros de
microalgas adn continlan adaptandose al
medio sintético.

En los cultivos escalados a 100 ml, se
observé que para el dia 6 el aumento de la
densidad de las microalgas era notorio,
indicando su adaptacion al medio sintético
BG-11; y de ocho dias en cultivos escalados
a 350 ml.
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Figura 18. Curvas de crecimiento Chlorella
Vulgaris.

De la cuantificacién realizada con empleo de
la cdmara de recuento de Newbauer en
cultivos escalados a 850 ml, se construyo la
curva de crecimiento para cada género
aislado, mismos que son mostrados a
continuacion.
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Figura 19. Curvas de crecimiento Chlorella
Acuminata.
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Figura 20. Curvas de crecimiento Nitzschia
sp.
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Figura 21. Curvas de crecimiento Nitzschia
Palea
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Figura 22. Curvas de crecimiento
Ankistrodesmus falcatus
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Figura 23. Curvas de crecimiento
Coelastrella sp.
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Figura 24. Curvas de crecimiento
Scenedesmus sp.
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Figura 25. Curvas de crecimiento
Komvophoron sp.

Los géneros que contienen en su estructura
celular un mayor porcentaje de lipidos, son:
Chlorella (14 — 22 %) y Scenedesmus (12 —
28 %), a ellos les sigue el género
Ankistrodesmus y Coelastrella donde ambos
alcanzan un porcentaje en lipidos de hasta
el 16 %, a ello se debe la eleccién de los
dos primeros géneros mencionados para su
escalado a 8 | en fotobiorreactores.

La determinacion del incremento de
biomasa en los fotobiorreactores por medio
de la técnica de peso seco permitié construir
la curva de crecimiento de las microalgas
del tipo logistico, siendo evidenciable las
fases: adaptacion y exponencial,
principalmente, comprobandose, ademas,
que efectivamente los valores de incremento
de pH a valores 6ptimos coinciden con la
fase exponencial de las microalgas.

La concentracion de fdsforo total, alcanzé
disminuciones considerables durante los 14
dias de funcionamiento del sistema. Cabe
recalcar, la relacion existente entre la fase
del cultivo (exponencial) con la
concentracion de nutriente disminuido, que
parece confirmar la influencia de los
procesos bioldgicos en la eliminacion de
nutrientes. Siendo el reactor R1 con cultivo
Chlorella Acuminata el que presentd
mejores resultandos, con una reduccion en
la concentracion de fésforo total del 99,43%
respecto al inicial.
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Fésforo total mg/l
W
o

20
o I. I-.. I-. e 0B
R2 R3 R4 R5 R6

R1 R7 R8 R9
EmDIA1 525 525 525 285 285 285 57 57 57

DIA12 095 495 76 055 31 25 22 03 18
EmDIA14 03 3 45 03 12 21 18 02 13

Figura 26. Reduccién en la concentracion de
fosforo total

En los resultados obtenidos del analisis de
nitrégeno total se observa que los mayores
porcentajes de remocion se dio en los
reactores 2, 3, 1 y 6, con el 59,00%,
42,83%, 39,17% y 38,00% respectivamente.

Se observa, por tanto, que en los reactores
gue fueron sometidos al 100% de agua
residual lactea como medio de cultivo, se
obtuvieron  mayores  porcentajes de
reduccion, en comparacion a los porcentajes
alcanzados en reactores donde se diluyé el
agua residual con agua de lluvia, donde se
observaron porcentajes de reduccién
inferiores al 14% a excepcion del reactor 6.

6.0
5.0
40
3.0
20
1.0
00

Nitrégeno total mg/l

R1 R2 R3 R4 RS RG R7 R8 R9
mDA1 60 60 60 55 55 55 35 35 35

DIA14 365 246 343 532 538 341 3.11 562 298

Figura 27. Nitrégeno total presente en los
cultivos respecto al dia

Los resultados obtenidos del analisis de DQO,
se observan que el mayor porcentaje de
remocién de DQO se obtuvo en los reactores
1, 2y 3, con un 85,66%, 90,03% y 86,89%
respectivamente.

Por su parte, los reactores donde fueron
realizadas las diluciones al 50 y 12,5 %
presentan un menor porcentaje de remocion

133



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

1800
1600
1400
= 1200
E 1000
S 800

S 600
400 -l'
20 isisls
2 3 4 5 6 7 8 3
204 204 204

0
1
mDIA1 1785 1785 1785 686 68 686

DIA12 532 376 768 360 120 204 192 624 120
EDIA14 256 178 234 240 112 180 165 100 98

Figura 28. Remocion del DQO

La colecta masiva de biomasa con
aplicacion de la sedimentacion por
gravedad, combinado con la técnica de
sifonamiento facilit6 la recoleccion de
biomasa de microalgas cultivadas bajo
distintos tratamientos en reactores, siendo la
Unica desventaja del proceso el tiempo que
demando (5 dias).

Por otro lado, de la extraccion del aceite de
microalgas por el método Soxhlet
(empleando siete corridas del solvente) vy
separacion solvente: aceite con rotavapor,
se logré obtener la relacién de cantidad de
biomasa requerida para producir un ml de
aceite, considerando que a partir de 35,366
g de biomasa se obtuvo 19,1 ml de aceite
de microalgas.

La aplicacion del método catalico: catalisis
basica, para el proceso de
transesterificacion con adicion de metanol
como alcohol, dio lugar a la obtencion de
244 ml de biodiésel y 47 ml de glicerina a
partir de 250 ml de aceite (213,50 g de
aceite) extraido de 463 g de biomasa de
microalgas.

Es posible la remocién de N, P y DQO en
10840 aguas residuales de una industria
lactea, al ser empleada como medio de
cultivo de microalgas nativas de la Bahia de
Cohana y obtener 1897 g de biomasa
necesaria para ser empelada en la
produccion de un litro de biodiesel con un
rendimiento de obtencion del 93,76 %,
aplicando 248,14 ml metanol y 6,561 g de
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NaOH por litro de biodiesel. Cumpliéndose
la Ha, y siendo comprobada la hipétesis
formulada

CONCLUSIONES

De las microalgas muestreadas de la Bahia
de Cohana, se han asilado y escalado ocho
especies distintas pertenecientes a 6
géneros: C. Vulgaris, C. acuminata, N. sp,
N. Palea, A. Falcatus, C.spy S. sp.

Del analisis estadistico de datos vy
resultados obtenidos se determina que el
género C. acuminata es el nivel mas
significativo para obtener mayor
concentracion de biomasa a ser empleada
para la obtencion de biodiesel (0,175 g/l el
dia 14) si se emplea como medio de cultivo
agua residual lactea al 100%, ademas del
logro de porcentajes representativos de
remocién de fésforo total, nitrégeno y DQO
(99,43%, 39,17% y 85,66%
respectivamente).

Es posible producir 250 ml biodiesel a partir
de 463 g de biomasa de microalgas nativas
de la Bahia de Cohana, a partir de un
proceso de transesterificacion del aceite
obtenido con aplicacion de la catélisis
alcalina con 1,601 g de NaOH y 60,547 mi
metanol, cumpliendo la relacién molar 6:1
de metanol: aceite.
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Resumen

La produccion de quinua organica en Bolivia se realiza principalmente en la zona del Altiplano dividido en
Altiplano Sud, Norte y Centro, asi como la zona de los valles en menor proporcién que la anterior.

Debido a las caracteristicas climaticas del Altiplano Norte, con mayor humedad respecto al resto de las
zonas productoras, la produccion de quinua se ve afectada en gran parte por el mildiu causado por el
hongo Peronospora variabilis cuyo efecto es la defoliacion de la planta. Por lo que se planted el uso de
extractos acuosos como se desarrolla en otros cultivos para el control de enfermedades foliares.

Los tratamientos fueron aplicados a plantines de invernadero. Al 95 % de confianza se ha establecido
que el mejor tratamiento fue el extracto de ortiga aplicado al 0.2 % (P/V) con una velocidad de avance
igual a 1.71 comparada con el testigo igual a 6.04, lo que equivale al 71.69 % de respuesta al

tratamiento.

Palabras clave: Mildiu, Quinua, Extractos Acuosos, Trchoderma sp.

INTRODUCCION

La quinua es un producto de alto valor
alimenticio debido a su elevado contenido de
proteina, se la considera un pseudocereal por
no ser parte de la familia de las gramineas, a
la que pertenecen los cereales. La quinua fue
cultivada en los Andes bolivianos, peruanos,
ecuatorianos y argentinos, al igual que la papa
se constituye como uno de los principales
alimentos de los pueblos andinos preincaicos e
incaicos.

Las condiciones de crecimiento son variables,
crece desde el nivel del mar en el Perd, hasta
los 4000 m. de altura en la cordillera de los
Andes, y se conoce que a mayor altura se
favorece la produccion.

La produccién de quinua es afectada por
diversos factores, uno de ellos es el ataque del

mildiu cuyo agente causal es Peronospora
variabilis, con el fin de mantener a Bolivia
como uno de los principales productores de
quinua organica, es necesario desarrollar
estrategias de manejo de esta enfermedad.
Debido al surgimiento de nuevas
enfermedades (alergias, problemas gastricos y
otros) en la sociedad la poblaciéon fue
adquiriendo conciencia y  preferencia por
alimentos organicos, es decir, productos que
no contengan agentes quimicos sintéticos.
Por lo mencionado, el presente trabajo
propone desarrollar un control biotecnolégico
que permita garantizar la produccion limpia
(sin aplicacion de plaguicidas de origen) de
quinua.

MATERIALES Y METODOS
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Obtencion de Extractos

Se empled un equipo de hidrodestilacién en el
cual se procedio con la siguiente metodologia:

1) Triturar la materia prima.

2) Pesar en una balanza la materia
triturada e introducir en el equipo de
hidrodestilacion hasta unos 5 cm. por
encima del enchaquetado.

Luego agregar agua destilada y con la
ayuda de una probeta registrar la
cantidad de agua hasta 1 cm. por
encima de la chaqueta.

Hacer funcionar el equipo hasta
observar la ebullicibn por unos 20
minutos y cortar el calentamiento.

Dejar reposar hasta que alcance
temperatura ambiente y luego filtrar el
extracto obtenido con algodén vy
posteriormente con papel filtro.
Introducir el filtrado en una botella y
guardar refrigerado a — 4 °C hasta el
momento de su aplicacion.

3)

4)

5)

6)

El material vegetal empleado corresponde a
plantas en estado fresco y las proporciones
que se emplearon fueron las siguientes:
- Hojas de Papaya 350 g. para 2.5 litros
de agua.
- Manzanilla 930 g. para 2 litros de agua.
- Cola de Caballo 450 g. para 2 litros de
agua.
- Ortiga 500 g. para 2.5 litros de agua.
- Té Verde 200 g. para 2 litros de agua.
- Wira Wira 220 g. para 2 litros de agua.
Multiplicacién e inoculacién natural
de las plantas

Para estandarizar el protocolo se trabajo con
una variedad susceptible (Pisancalla) vy
posteriormente con una variedad resistente
(Kurmi).
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Se utilizaron macetas de 10 x10 cm. se
sembro en sustrato estéril aproximadamente 6
semillas regandose diariamente hasta que la
planta alcanzé una altura de 10 a 15 cm.
Posteriormente, las plantas fueron colocadas
en la cdmara humeda donde se le dio las
condiciones favorables de humedad vy
temperatura del patégeno.

Preparacion de inéculo

Para el inb6culo, se recolectaron hojas
enfermas de plantas de quinua de parcelas de
agricultor con alta incidencia en el Altiplano de
Oruro. Estas hojas fueron colectadas vy
colocadas en wuna camara humeda. Se
seleccionaron grupos de cinco hojas
naturalmente enfermas, se las introdujo en
tubos Falcon con aproximadamente 5 ml de
agua destilada estéril, inmediatamente se agité
manualmente para lavar las esporas del envés
de las hojas. Una vez obtenida la solucién fue
filtrada con la ayuda de una gasa y con un
hemacitbmetro se la concentr6 a 1x10°
esporangios/ml.

Tratamiento en Invernadero

Una vez que las plantas alcanzaron una altura
entre los 10 a 15 cm, con la ayuda de un
gotero, se inocularon tres hojas /planta (Figura
1). Las plantas inoculadas con la enfermedad
fueron colocadas dentro de bolsas plasticas de
color negro para estimular la apertura de los
estomas y favorecer el ingreso del patégeno.
Transcurridas las 24 horas se quité la bolsa y
se las dejo en una camara humeda (ambiente
con riego por nebulizacion cada 3 horas) por 5
dias, tiempo en el cual la enfermedad alcanza
normalmente una severidad entre el 5 al 15%.
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Figura 1. Secuencia de inoculacion de plantas de quinua con mildiu.

Inmediatamente, se procedié a aplicar los
extractos en diferentes concentraciones: pura
y diluida. La aplicacion se realiz6 con un
aspersor para lograr una buena distribucién y
adherencia del extracto en las hojas.

Previa a la inoculacion se cuantificé la
severidad inicial en cada una de las plantas,
una vez realizado el tratamiento, se procedi6 a
evaluar diariamente el avance de Ila
enfermedad (severidad) durante una semana
siguiendo el protocolo de Danielsen (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos:

Obtencidén de extractos acuosos
vegetales

Se obtuvieron extractos acuosos de las
especies seleccionadas y se estudié su efecto
sobre la enfermedad, para lo cual se aplicaron
en plantines dentro de un vivero en
condiciones controladas de humedad con
cinco repeticiones escogidas al azar. Las
pruebas de extraccion de los principios activos
se realizaron con material vegetal fresco. A
partir de la respuesta obtenida con el
tratamiento aplicado en los plantines de vivero,
se procedi6 a la formulacion de preparados
con los extractos en el orden del 0,2, 0,3,y 0,4
% (P/V).

Para obtener el extracto crudo libre de agua,
se sometié a un proceso de liofilizacion y de
esta forma determinar el rendimiento del
proceso de extraccion, los resultados se
resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Obtencion de extracto crudo liofilizado por gramo de material vegetal.

o o

v | e | Yolamenoms | e, | e | “Guees | “ewmbr
iofilizado vegetal (9) extraccion (ml) planta)

1 | Hojas  de 75 1.1975 558.05 4000 11.44

2 | Manzanilla 75 1.52 968.90 3500 7.32

3 | Cola  de 75 0.48 500 3500 4.48

4 | Ortiga 75 0.8225 663.5 3000 4.96

5 | Wira Wira 100 0.71 88.22 2500 20.12

6 | Té Verde 100 3.02 197.15 2500 38.04

Fuente: Elaboracion propia.

Segun los resultados

anteriormente para el té verde con 38.04 %, la wira wira con

presentados se tienen elevados rendimientos 20.12 % y las hojas de papaya con 11.44 %.

en el proceso de extraccion, especificamente
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Comparacion de resultados de
acuerdo ala concentracion aplicada

Con el fin de establecer el efecto de la
concentracion en el avance de la enfermedad,
a continuacion, se comparan los resultados de
la aplicacion de extractos en la misma
concentracion:

Comparando la respuesta de la enfermedad al
aplicar los extractos en la concentracion de
0.2% se puede observar que el mejor control
reportado es del extracto de ortiga con 71.63
de porcentaje de respuesta, cuyo control tiene
su mayor efecto en los dos primeros dias,
tiempo en el cual la enfermedad no presenta
ningun avance. Seguido por la manzanilla con
42.79 % donde se observa que el mayor
control se presenta entre el primer y tercer dia.

En el caso de los extractos aplicados al 0.3 %
(P/V) se puede observar nuevamente que el
extracto de ortiga es el que mejor control
reporta con 53.90 %, presentando un
comportamiento ascendente con respecto al
avance de enfermedad, pero en menor
proporciéon que el testigo. Seguido de la cola
de caballo con 28.37 % y té verde con 17.02
%, cuyo comportamiento es similar al de la
ortiga, notandose que el cuarto dia se presenta
un incremento notable de enfermedad para
ambos casos. Asi mismo se puede afirmar que
el efecto de los extractos aplicados en esta
concentracion tiene menor porcentaje de
respuesta que los extractos aplicados al 0.2 %
(PIV).

La evaluacibn de la respuesta de la
enfermedad al aplicar los extractos acuosos al
0.4 % (P/V) establece al extracto de ortiga
como el que mejor control reporta con 43.74 %
seguido de la cola de caballo con 26.32 %.

Comparando estos resultados con las
concentraciones de 0.2 % y 0.3 % se puede
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afirmar que al incrementar la concentracion se
tiene un porcentaje de respuesta menor en el
caso del extracto de ortiga al 0.2% siendo su
mayor efecto 71.63 %, seguido de la
manzanilla al 0.2 % con 42.79% cuyo efecto
disminuye considerablemente al aumentar la
concentracion. En el caso del extracto de cola
de caballo se tiene una mejor respuesta al 0.3
% de concentracion con 28.37 %, siendo,
aparentemente, esta su concentracion 6ptima,
ya que a mayor concentracién disminuye el
porcentaje de respuesta y a menor
concentracion no se observa ningdn control
sobre la enfermedad.

Mecanismo de accién de los
extractos acuosos sobre el mildiu
de la quinua

Con el objeto de entender el mecanismo de
accion de los extractos se colectaron hojas
enfermas de invernadero y se procedié al
tratamiento con los diferentes extractos,
después de las 24 horas de aplicacion se
observaron los esporangios al microscopio
determinandose la destruccion de la pared
celular. Estas evaluaciones fueron realizadas
durante 3 dias, tiempo en el cual se observo
gue el extracto de hojas de cola de caballo
destruye la mayor cantidad de esporangios.

Como se puede observar en la figura 2, el
extracto de hojas de papaya destruye las
paredes de los esporangios en las 24 horas
después del tratamiento, pero se observa que
como el producto no ingresa al interior de la
hoja, los esporangios que estaban en el
interior afloran a la superficie. El efecto de la
ortiga y el té verde es inverso a la papaya, en
las primeras 24 horas no controla el avance de
la enfermedad, pero posteriormente causa lisis
en las paredes. En cambio, la wira wira lisa
pared en las 24 horas y mantiene por 24 horas
mas.
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Estos resultados sugieren la mezcla de
extractos para asi tener un control mas amplio
de la esporulacion que es la principal forma de
diseminacion de la enfermedad.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se han establecido seis
especies para el control del mildiu de la quinua
gue son:
Ortiga
Cola de Caballo
Hojas de Papaya
Manzanilla
Té Verde

e Wira Wira
Realizandose una prueba prospectiva en
invernadero se ha establecido que los
extractos acuosos crudos de estas especies
ejercen control sobre la enfermedad.

Se ha estudiado el efecto que causan los
extractos sobre la enfermedad a nivel
microscépico, determinandose que todos los
extractos causan lisis interna de forma inicial y
posteriormente en la pared celular de las
esporas de P. variabilis.

Asi mismo se ha determinado que el efecto
sobre las esporas tratadas es permanente en
todos los casos, pero al ser un producto de
contacto el extracto acuoso no logra ingresar
dentro de la hoja donde la multiplicacion del
patégeno continla.

Se ha establecido que de todos los
tratamientos, el extracto acuoso de ortiga al
0.2% es el que mejor control ejerce sobre el
mildiu de la quinua, con un promedio de

Ve N,
Figura 2. Observacién al microscopio de esporas tratadas con agua versus el extracto de hojas
de papaya después de 24 horas de aplicacion.

velocidad de avance igual a 1.71 (% de avance
de enfermedad/dias de evaluacién) y un
porcentaje de respuesta de 71.69, en
condiciones de invernadero; comparado con el
testigo cuya velocidad de avance es 6.04.

De la misma forma se han aplicado y evaluado
los extractos acuosos a distintas
concentraciones y se ha evidenciado que el
incremento en la concentracion tiene un efecto
negativo sobre los plantines de quinua,
favoreciendo a la enfermedad debido a una
posible fitotoxicidad.
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Trichoderma spp. como inductor de resistencias sistémicas a
nematodos en cultivo de papa

Resumen

Olga Cabrera, Fatima Rojas y Noel Ortufio
rutct.1994@gmail.com

Se utilizé 19 cepas de Trichoderma spp. Del laboratorio de AgroMicrobiologia y Bioinsumos de la FCAP-
UMSS. Se inocul6 plantas de papa, en macetas de 4 Kg, con 1 gr de suelo con 10 quistes de Globodera
spp. Por cada maceta, con 95% de viabilidad los huevos, asimismo fueron inoculadas 19 cepas de
Trichoderma spp. y dos testigos (testigo absoluto y testigo con nematodo) con 8 repeticiones.
Trichoderma spp. ayudé al desarrollo de plantas de papa atacadas con Globodera spp. Con la cepa T1
de Trichoderma spp. se observd mayor nimero de tubérculos en relacién al testigo con nematodo. En el
rendimiento se observé mayor peso de tubérculos con la inoculacién de la cepa T11, a pesar de tener el
ataque de nematodo, demostrando asi que esta cepa induce tolerancia a través del mecanismo de ISR.
Por lo que Trichoderma spp. es un potencial para el manejo poblaciones de este hematodo en el cultivo

de la papa.

Palabras Claves: Solanum tuberosum spp. promotores de crecimiento (PGPR).

INTRODUCCION

El cultivo de la papa es originario de la region
andina de Bolivia y Per( en la actualidad se
encuentra propagada por todo el mundo. En
Bolivia este cultivo es de alta importancia
econdmico y social, constituyéndose en uno de
los cultivos mas importantes para la
alimentacién de la poblacion urbana vy rural,
por constituirse en una fuente de ingresos
econdmicos para una gran parte de los
pobladores que radican en el area rural.

En Bolivia, los nematodos vienen a ser uno de
los grupos que ocasionan dafios severos,
siendo los géneros Globodera y Nacobbus, los

maximos representantes de aquellos
nematodos formadores de agallas o nédulos y
de quistes en raices del cultivo.

Fundamentalmente el género Globodera,
conocido como el nematodo quistes de la
papa, estd constituida por dos especies,
Globodera rostochiensis y, Globodera pallida,
estas especies estdn ampliamente distribuidas

en la region Andina de Bolivia, causando
importantes pérdidas econémicas en el
rendimiento de papa (US $ 128.393.257)
(Franco 2008).

Por otro lado, las plantas interactdan
constantemente  con  patégenos  (virus,
bacterias, hongos, oomicetos) y parasitos

(insectos herbivoros, nematodos) por lo que
han desarrollado mecanismos que les
permiten defenderse de estas plagas,
mediante un complejo sistema que incluye
multiples niveles de proteccion. Esta
proteccion puede ser fisica o quimica y
constitutiva o inducida. Por ejemplo, la pared
celular es una defensa fisica constitutiva;
mientras que la formacion de callos es una
defensa fisica inducida. De igual forma, las
saponinas son una proteccion quimica
constitutiva, mientras que las fitoalexinases y
quitinasas son inducidas (Diaz 2012).

Por todo es fue importante establecer el efecto
de cepas nativas de Trichoderma spp.
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en plantas atacadas por Globodera
spp.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacioén

La investigacion se realizo en los predios de la
Facultad de Ciencias Agricolas Pecuarias y
Forestales “Dr. Martin Cardenas” de la
Universidad Mayor de San Simon, ubicada en
km 5 de la Av. Petrolera zona Tamborada en la
provincia de Cercado, del Departamento de
Cochabamba, geograficamente entre los
17°26' de latitud sur y 66°19' de longitud oeste,
a una altitud de 2582 msnm, con una
temperatura promedio anual de 16°C y una
precipitacion pluvial de 560 mm por afio.

Materiales

Materiales biolégicos

e Semilla de Papa variedad Desiré.
e Cepas de Trichoderma spp. Proce

dente de laboratorio de
AgroMicrobiologia y Bioinsumos
FCAyP- UMSS.

e Muestras de suelos infestados con
Globodera spp.

Metodologia

a) Preparacién inoculo

Este procedimiento se realizé con el método
de flotacion.

Los quistes de Globodera spp. fueron
extraidos y cuantificados en el laboratorio de
AgroMicorbiologia y Bioinsumos de la FCAyP
de muestras de suelos naturalmente
infestados, provenientes de la zona de Lope
Mendoza de la provincia Carrasco.

b) Preparaciéon inoculo Trichoderma
spp.

Las 19 cepas de Trichoderma spp.
provenientes del cerapio del Laboratorio de
Biotecnologia y Microbiologia de la FCA y P-
UMSS, las que multiplicaron en placas Petri,
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con medio de cultivo de PDA estéril, de lo cual
se obtuvo indculo en estado liquido.

Siembra

La siembra se realizo en bolsas de polietileno
de 40x50 con sustrato estéril de 6 kg, donde
se sembrd una semilla de papa por maceta, e
inmediatamente se inocul6 con 1 gr de suelo
gue contenia 10 quistes de Globodera spp. por
cada maceta, los cuales tenian huevos con el
95% de viabilidad.

Aplicacion de Trichoderma spp.

Las 19 cepas de Trichoderma spp. a los 30
dias después de la siembra (DDS), fueron
inoculados en una dosis de 5 cc por planta, (en
cual tenia una concentracion de 2x10° conidas/
ml), por cada tratamiento, con la ayuda de una
jeringa se aplico las dosis indicadas en la parte
superior del cuello de la planta de papa.

Peso de laraiz

Al observar diferencias en el desarrollo
radicular, con la inoculacién de las diferentes
cepas de Trichoderma spp. a través de la
comparacion de medias, se observd que las
plantas a las que se inoculé las cepas T5 (6,43
gr) favorecieron relativamente mayor
desarrollo radicular en relacion al Testigo con
nematodo (3,25 gr) y el testigo absoluto (4,17

gr).

Ademas de proteger el sistema radical la
adicion de Trichoderma al suelo, resulta en la
biofertilizaciéon por la solubilizacion del metal,
incrementando la rigueza del mismo, en forma
tal, que puedan ser asimiladas por las plantas
(Altomare et al.1999).

Variables Nematologicas

Poblacion final de quistes de
Globodera spp.

Se observd menor cantidad de quistes del
nematodo con la inoculacién de las cepas de
Trichoderma spp. T1(2,3), T11(1), T12(1,33),
T13(2), T15(1,66), T16 (2,33) T17(0,66), T18
(1,66), T19(1,66), T2(0,66), T3(1,33) y T4(2)
en comparacion al Testigo con nematodo

142



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

(12,66), spp. el que presentd el mayor nUmero
de quistes. Sin embargo, en el testigo absoluto
TO al cual no se inoculé quistes de nematodo
tuvo cero quistes (0) en la muestra evaluada.

15
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Por lo que estas cepas de Trichoderma spp.
podrian estar inhibiendo la multiplicacion del
nematodo.

10

NUmero de quistes

Cepas de Trichoderma sp.

TO T1 T10T11T12T13T14T15T16T17T18T19 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Tsg

Figura 1. Efecto de las cepas de Trichoderma spp. sobre el nUmero de quistes de
Globodera spp. en papa de la variedad Desirée.

Asimismo, existe poca informacién sobre los
mecanismos utilizados por las especies de
Trichoderma spp. en el control de nematodos.
Sin embargo, se hablan de dos mecanismos,
el primero es el parasitismo directo a huevos y
juveniles del nematodo, mediante el aumento
de la actividad de quitinasas o proteasas,
siendo

este un indicador de parasitar los huevos de
nematodos y el segundo es la induccion de los
mecanismos de defensa en la planta (Howell
2003).

=
o
>

Rendimiento

Asimismo, través de la comparacion de
medias, se observo mayor peso de
tubérculos con la inoculacion de la cepa T11
(8,06 tn/ha), en relacion al Testigo (4,4 tn/ha)
ambos parasitados con el nematodo.
Asimismao, el testigo absoluto TO (7,6 tn/ha) sin
nematodo desarrollé relativamente mayor peso
de tubérculos que el testigo absoluto (T0O). Por
lo que estas cepas T11 podrian constituirse en
un factor para favorecer el desarrollo de
tubérculos con mas peso en el cultivo de la

papa.

T11T12 TO T5 T16 T14 T1 T15 T3 T7 T4 T8 T6 T9 T17 T13 T10 T2 T19 Tsg T18
Cepas de Trichoderma sp.

Rendimiento tn/ha
O N B O
I
I

Figura 2. Efecto de las cepas de Trichoderma spp. sobre el rendimiento en T/ha de la

papa variedad Desirée.
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Soria et al. (2021), encontr6 resultados
similares en los pesos totales de tubérculos
obtenidos en la cosecha, para los diferentes
tratamientos, donde mostraron un incremento
positivo respecto al testigo absoluto y testigo
con nematodo, es decir, las plantas a pesar de
ser atacados con Globodera spp. y tratadas
con microorganismo promotores de
crecimiento (PGPR) rindieron mejor que el
testigo absoluto (T01) y testigo con nematodo
(TO). Donde los mejores tratamientos estan el
T13 (Trichoderma + Pochonia + Pleurotus) con
27.8 t/ha, T5 (Trichoderma + Bacillus), T11
(Trichoderma + Bacillus + Pochonia) y T7
(Tichoderma + Pleurotus) con rendimientos de
27.7, 27.6, y 26.6 t/ha, respectivamente en
comparacion al testigo absoluto (TO1) produjo
245 t/ha y el testigo con nematodo (TO)
produjo 23.6 t/ha.

NUmero de tubérculos

Se estimaron diferencias a través del analisis
de varianza (p=0,05) entre las diferentes cepas
de Trichoderma spp. donde se estimé6 mayor
namero de tubérculos con la inoculacién de la
cepa T1 (13,37), en relacion al Testigo con
nematodo (9,5) con la inoculacion con solo
quistes de nematodos, el cual desarrollo
menor nimero de tubérculos. Por otra parte, el
testigo absoluto TO (11,25) sin in6culo, tanto
de quistes de nematodos y Trichoderma spp.,
desarroll6 mayor cantidad de tubérculos. Por lo
gue la cepa T1 podria utilizarse para favorecer
el desarrollo del nimero de tubérculos en el
cultivo de la papa.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados y los
resultados obtenidos en la investigacion
realizada  se tienen las siguientes
conclusiones:

El efecto que hubo de las diferentes cepas
nativas de Trichoderma spp. en plantas de
papa variedad Desirée, atacadas por
Globodera spp., se observé menor cantidad de
quistes de nematodos con la inoculacion de las
cepas de Trichoderma sp T1, T11, T12, T13,
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T15, T16, T1, T18, T19, T2, T3 y T4, respecto
al testigo con nematodo.

El ndmero de tubérculos fue similar con la
inoculacion de las diferentes cepas de
Trichoderma spp. excepto con la inoculacion
de la cepa T1, observandose mayor numero
de tubérculos en relacion al testigo con
nematodo, el cual desarroll6 menor nidmero de
tubérculos. Por otra parte, el testigo absoluto
desarrollé6 mayor cantidad de tubérculos.

En el rendimiento se observé mayor peso de
tubérculos con la inoculacién de la cepa T11 a
pesar de tener el ataque de nematodo
demostrando que la cepa de Trichoderma spp.
induce tolerancia a través del mecanismo de
ISR. Asimismo, el testigo absoluto desarrollé
relativamente mayor peso de tubérculos.

En general, estos resultados demuestran que
el hongo nativo Trichoderma spp. tiene la
capacidad de inducir tolerancia por la planta al
nematodo a través de un mecanismo poco
comprendido en este estudio, el cual sera
necesario estudiar.
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Fitorremediacion de Suelos Contaminados por Cadmio y Plomo
Mediante Plantas Florales Plantadas en Terreno Agricola en Ensayos
Con Medios Salinos
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Correo Electrénico: biotec@fcyt.umss.edu.bo.
Resumen

Las especies florales Calendula officinalis, Plumbago auriculata y Chrysanthemum morifolium fueron
estudiadas por su potencial aplicacion en la fitorremediacion de suelos contaminados con cadmio y
plomo. El estudio fue llevado a cabo in situ durante 12 semanas dividido en 2 etapas de muestreo, donde
en la segunda etapa se afiadié a las plantas soluciones salinas. Los resultados obtenidos demuestran
que estas especies florales son hiperacumuladoras de plomo y cadmio y poseen la capacidad de extraer
y tolerar en sus tejidos elevadas concentraciones sin sufrir alteraciones en su desarrollo. En el caso de
las especies Calendula officinalis y Plumbago auriculata el medio salino y el tiempo de crecimiento son
factores favorables para el incremento en la acumulacién de dichos metales pesados. La investigacion
también reveld de qué forma se distribuyen estos metales pesados en las distintas partes de las plantas,
permitiendo analizar la capacidad de translocacion que poseen.

Palabras clave: Fitorremediacidn, metales pesados, especies florales, in situ, medio salino.

INTRODUCCION Debido a este problema nacieron técnicas
mecanicas y quimicas para enmendar los

En las décadas recientes la contaminacion del suelos, sin embargo, estas técnicas son

suelo con distintos metales pesados demasiado costosas y en ocasiones generan
provenientes de las actividades mineras, impactos adicionales sobre los ecosistemas.
petroleras, metalurgia, industrias de Por ello surge la fitorremediacion como una

alternativa mas verde y sustentable. La
fitorremediacién es el proceso de utilizar
plantas que tengan la capacidad de extraer,
acumular y/o degradar los contaminantes en

fertilizantes o la incineraciéon de residuos se ha
ido incrementando enormemente a nivel
mundial. Esto representa una grave amenaza
a la seguridad de los alimentos y a los

ecosistemas ambientales en todo el mundo,
ademas de provocar la alteracion de la
diversidad de poblaciones biolégicas en los
suelos, lo que resulta en problemas con el
crecimiento de las plantas y su supervivencia.

Asimismo, los cultivos que se desarrollen en
estos suelos pueden contener niveles
altamente alarmantes de metales pesados que
pueden ser transferidos a la cadena tréfica
animal y humana, llegando a causar diversas y
graves enfermedades en las personas.

sus tejidos, sin sufrir alteraciones en su
desarrollo. Esta tecnologia posee los
beneficios de ser menos costosa, aplicarse in
situ, no requiere remociéon de tierra con
magquinaria, se aplica en grandes superficies
de suelo y tiene una buena aceptacion publica
debido a la atractiva percepcion de las plantas
o flores.

Existen muchas especies que han tenido éxito
en la absorcion de metales pesados como
plomo, cadmio, cromo Yy arsénico, desde
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plantas herbaceas hasta plantas florales. Estas
dltimas, tienen un beneficio adicional al ser
utilizadas en la absorcion de metales pesados,
y es que una vez que hayan extraido los
metales pesados en sus tejidos, pueden ser
cosechadas y comercializadas, y de esta
forma establecerse como una actividad mas
sustentable financieramente.

Esta investigacion, tuvo como principal objetivo
la evaluaciéon del desempefio de tres especies
florales nativas hiperacumuladoras de metales
pesados (Calendula officinalis, Plumbago
auriculata y Chrysanthemum morifolium) en la
absorcion y descontaminacion in situ de suelos
con plomo y cadmio.

Considerar un estudio in situ puede examinar
mejor la eficacia de la fitorremediacién, ya que
simulan las condiciones reales y los resultados
de los ensayos realizados a esta escala son
mas ventajosos en aplicaciones practicas de
métodos de fitorremediacion.

METODOS Y MATERIALES
Preparacion del suelo

Se prepararon 9 parcelas en el terreno
agricola proporcionado por la Facultad de
Ciencias Agricolas, Pecuarias y Forestales de
la UMSS. Cada parcela tenia una superficie de
3 metros en cada lado. En cada una se
realizaron 3 surcos con una separaciéon de 50
cm entre surcos y parcelas.

En cada surco de cada parcela se plantaron 3
plantas de la misma especie, para tener 9
plantas en cada parcela, haciendo un total de
27 plantas por especie. Se defini6 una
separacion de 20 cm entre plantas de cada
surco.

Contaminacion del suelo

El suelo fue contaminado con sales de cadmio
y plomo del agua proveniente principalmente
de la refineria de YPFB "Guarbelto Villarroel” y
en menor medida de la represa de La
Angostura, esta agua de riego tenia una
concentracion promedio 9.47 ppm de Cd y
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585.69 ppm de Pb. Semanalmente todas las
parcelas eran regadas con grandes cantidades
de estas aguas, debido principalmente a que el
suelo era muy seco.

Preparacion de soluciones salinas

Se prepararon dos soluciones de cloruro de
sodio de concentraciones diferentes, una
solucion de 100-ppm y otra de 300 ppm.
Asumiendo que cada planta abarcaba 4 kg de
tierra se determin6 que para la solucion de 100
ppm se requeria 8 g de NaCl por litro y para la
solucién de 300 ppm se requeria 24 g de NaCl
por litro.

Tratamiento de las plantas

Durante 12 semanas las 9 parcelas fueron
regadas con agua contaminada con plomo y
cadmio. Posteriormente, a partir de la séptima
semana se agregd también soluciones salinas
de cloruro de sodio a dos de las parcelas de
cada especie. ElI tratamiento con agua
contaminada con cadmio y plomo se realizé
dos veces por semana a todas las parcelas,
mientras que el tratamiento con soluciones
salinas se realiz6 una sola vez por semana.
Una de las parcelas de cada especie fue
regada con solucion salina de 100 ppm, y la
otra fue regada con solucién salina de 300
ppm. El tratamiento con soluciones salinas
consistia en inyectar 50 mL de la solucién de
cloruro de sodio directamente hacia la raiz a
una distancia de 5 a 10 cm del tallo.

Toma de muestras de tierra, plantas y agua
de riego

Durante la etapa experimental se realizaron 2
muestreos. El primer muestreo se llevo a cabo
6 semanas después de haber realizado la
plantacion donde se extrajeron 2 plantas de
cada especie por parcela con un aproximado
de 1 kilogramo de su tierra, haciéndose un
total de 18 plantas. El segundo muestreo se
llevé a cabo 6 semanas después de haber
realizado la plantacién, se extrajeron 3 plantas
de cada especie por parcela, con
aproximadamente medio kilogramo de su
respectiva tierra para las dos primeras plantas

147



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

y un kilogramo correspondiente a la tercera
planta.

Al extraer la tierra de cada planta, se consideré
un perimetro de 10 cm alrededor de la planta,
esta cantidad de tierra fue homogeneizada y
se retir6 alrededor de 1 kg por cada planta.
Ademas, cada planta fue cortada y dividida en
raiz, tallo, hojas y flor, este procedimiento se
realizd6 con todas las plantas del primer
muestreo, y con la tercera muestra de cada
parcela del segundo muestreo.

Determinacion de la concentracion de
metales pesados

Todas estas muestras se expusieron al sol
durante 3 a 4 dias para su secado para luego
obtener su peso en seco. Tras el secado, se
procedi6 a moler todas las muestras de las
plantas con una moledora manual y luego se
realizé la digestion abierta con soluciones de
acido nitrico para las plantas y una mezcla
digestora de acido nitrico con acido perclérico
para las muestras de tierra, esta etapa se llevé
a temperaturas entre 200° C y 300° C.

Las muestras digestionadas fueron filtradas y
diluidas para finalmente determinar la
concentracion de plomo y cadmio mediante el
uso del espectrofotbmetro de absorcion
atomica (marca PerkinElmer).

Las muestras del agua de riego fueron
tomadas en 4 ocasiones: al inicio de la
plantacion, 2 semanas después, en la fase de
primer muestreo y al haber transcurrido 3
meses desde la plantacion inicial. En la
determinacion de los metales pesados de este
tipo de muestras se utilizé la misma técnica de
la digestion acida seguida de la toma de
lectura con el espectrofotometro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los datos de las lecturas obtenidas para
cada especie se determinara el factor de
bioconcentracion (BC), que es la relacion de la
concentracion del metal en la raiz respecto de
la concentracién del metal en la tierra después
de que las plantas absorbieron los metales:
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Cmetal en raiz

BC =

Cmetal en tierra al final del tratamiento

Este factor es un importante indicador que nos
permite identificar si una especie vegetal es o
no hiperacumuladora de un determinado metal
pesado. Esto se confirma si BC es >1. Los
resultados de este factor pueden ser
apreciados en lafigura 1y 2.

1,900
1,850
1,800
1,750
1,700 S
1,650
1,600
1,550
1,500
1,450

CA CR PL

Figura 1. Factor de bioconcentracién de Cd
para las 3 especies estudiadas. CA
representa a Caléndula, CR a Crisantemo y
PL a Plumbago. Datos pertenecientes a la
primera etapa de muestreo.

Es importante mencionar que las 3 especies
florales lograron extraer el cadmio y plomo que
se encontraban presentes en la tierra de las
parcelas donde se plantaron y en el agua con
la que se regd. En la Figura 1 y Figura 2
podemos evidenciar que en el caso del
cadmio, los BC de las 3 especies se sitlan
entre 1.6 y 1.9, y para el primer muestreo del
plomo es aun mayor, estando entre 3y 4, lo
cual nos indica que las plantas llegaron a
acumular mayores concentraciones de plomo
que de cadmio, esto podria deberse a que la
concentracion de plomo en el agua de riego
era superior que la del cadmio. Estos
resultados demuestran que estas especies
florales efectivamente son hiperacumuladoras
de cadmio y plomo en condiciones in situ.
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CA-1 CR-1 PL1 CA-2 CR2 PL2

Figura 2. Factor de bioconcentracion de Pb
para las especies Caléndula, Crisantemo y
Plumbago perteneciente al primer muestreo
(puntos azules) y al segundo muestreo
(puntos rojos).
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También podemos observar que el crisantemo
es el mejor absorbedor de cadmio, seguido por
el plumbago, y para el plomo, la especie con
mejor desempefio de absorcion es la caléndula
seguido por el plumbago.

En la Figura 2 podemos apreciar que, con el
paso del tiempo y el efecto de las soluciones
salinas aplicadas, los factores de
bioconcentracion del plomo de la caléndula y
del plumbago se incrementaron desde 4 hasta
5,78 y desde 3,62 hasta 4,67 respectivamente,
en el caso del crisantemo el BC se mantuvo.
Por lo cual, es probable que la aplicaciéon del
cloruro de sodio y a mayor tiempo de
desarrollo de las plantas, se logre una mayor
extraccion de plomo encontrado en el suelo
contaminado, especialmente con las especies
de Caléndula y Plimbago. A continuacion se
presentan las gréficas donde se puede
observar la distribucion del cadmio y plomo en
las distintas partes de cada planta:

Concentraciéon promedio de Cd en partes de la planta (mg/kg)

35

30

25

20

15

10 I

O |

CA-RAIZ CA-TALLO CA-HOJAS CA-FLOR

(9]

CRRAIZ CRTALLO CRHOJAS CRFLOR

WSS SIS A

SIS SIS,

PLRAIZ PLTALLO PLHOJAS PLFLOR

Figura 3. Concentracion promedio de Cd en partes de la planta (mg/kg)
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Concentracion promedio de Pb en partes de la planta (mg/kg)
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Figura 4. Concentracion promedio de Pb en partes de la planta (mg/kg)

En las figuras 3 y 4 observamos que no existe
una clara tendencia de la forma en la que las
especies florales distribuyen al cadmio y plomo
en sus distintas partes, por lo cual se
requeririan futuros estudios con mayor tiempo
de desarrollo para las plantas con el objetivo
de encontrar una tendencia y evaluar la
capacidad de translocacién de cada especie,
es decir, qué tan bien trasladan al metal
pesado desde sus raices hacia sus demas
partes como los tallos u hojas.

Los resultados obtenidos de los factores de
bioconcentracion de plomo para la Caléndula
fueron superiores a los obtenidos en el estudio
realizado por Dinesh et al. (2020), una causa
probable podria ser que en dicho estudio la
concentracion inicial en el suelo contaminado
era 20 veces menor que la concentracion de
plomo en los suelos donde se plantaron las
caléndulas de nuestra investigacion.

Realizando el mismo andlisis para el
crisantemo, utilizando como referencia el
estudio llevado a cabo por Tokarz, et al.
(2020), el BC de cadmio encontrado en ese
estudio es algo superior al encontrado en el
realizado en este trabajo, por lo cual los
resultados que se obtuvieron serian bastante
parecidos entre ambos estudios. Comparando
el BC del plomo, se encuentra que el BC de la
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presente investigacion es el triple de la

investigacion china.
Para la comparacion de los resultados

obtenidos del plumbago se revisé el estudio
por Tokarz, et al. (2020), en dicho estudio se
presentan las concentraciones de plomo en las
raices y tallos, donde se observa que el plomo
se deposita mas que todo en las raices, hecho
gue coincide con los resultados que se
obtuvieron, lo que indicaria que el plumbago
no tiene mucha capacidad de transferir el
plomo de sus raices hacia sus tallos.

CONCLUSIONES

Se document6 el desempefio de estas plantas
en el medio contaminado durante 12 semanas,
donde la mayoria de las plantas se
desarrollaron de forma normal, incluso en
muchos casos, los plumbagos y crisantemos
lograron obtener buenas cantidades de
biomasa.

El cloruro de sodio es beneficioso para la
extraccion de plomo en las especies de
crisantemos y plumbagos, pero perjudicial para
la caléndula. Ademas, el medio salino aplicado
no impidié que continden creciendo de manera
normal, por lo cual los crisantemos vy
plumbagos tendrian éxito en la
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fitorremediacion de suelos salinos Tokarz K., Makwoski W., Tokarz B., Hanula M.,
contaminados con plomo. Sitek E., Muszynska E., . . . Mazur S.

La caléndula y el plumbago son las mejores
especies para extraer plomo y para cadmio
son el crisantemo y el plumbago.
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Caracterizacion de la diversidad estructural de las comunidades
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Resumen

Se evaluaron los efectos de la inoculaciébn combinada de dos cultivos de cobertura con las PGPR
Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens sobre la diversidad estructural de las comunidades
microbianas asociadas (CMR). En subparcelas se sembraron centeno, avena y un testigo sin cobertura,
los tratamientos con y sin aplicacion de PGPR, se ubicaron en sub-subparcelas. Muestras de suelo
rizosférico hasta 20cm de profundidad se obtuvieron en estado de macollaje y se extrajo ADN, para
amplificar el gen 16S ARNr con los primers 27f y 1392r y se us0 la enzima Mspl. La diversidad estructural
de las CMR se caracteriz6 mediante analisis multivariado discriminante de los perfiles T-RFLP y el indice
de diversidad de Shannon (H). Se observé que las CMR del tratamiento testigo sin cultivo de cobertura
(CC) exhibi6 menos abundancia relativa de T-RF y el centeno inoculado mostré6 una mayor abundancia
relativa de T-RF con respecto al tratamiento sin inoculacion.

Palabras clave: Comunidades microbianas, PGPR, Rizosfera, T-RFLP.

INTRODUCCION
Las practicas de manejo agricola pueden tener

Por tanto, resulta importante buscar y mejorar
las practicas agronémicas tendientes a
aumentar los altos niveles

grandes impactos en el tamafio, la actividad, la
composicion y diversidad de las comunidades
microbianas del suelo (Nadarajah, 2016).
Debido a que los microorganismos afectan la
mayoria de las transformaciones de nutrientes,
la presencia de comunidades microbianas
diversas en el suelo es esencial para la
sustentabilidad de los agroecosistemas
(Chatterjee et al. 2016). La actividad
microbiana contribuye a procesos fisiologicos
como la absorcion de nutrientes y las
respuestas de defensa (Berendsen et al.
2012). Por ende, el uso inapropiado del suelo
puede alterar estas comunidades y disminuir
sus interacciones benéficas (Shen et al,
2010).

y mantener
productivos de manera mas sostenible
(Sengupta & Haldar, 2016). Una de las
alternativas es incluir en la rotacion cultivos de
cobertura (CC) para aumentar el aporte de
carbono a través de los residuos. Se puede
combinar la inclusi6n de CC, con otras
alternativas tecnolégicas como la utilizaciéon de
rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal o PGPR, las cuales tienen un efecto
significativo en la sustentabilidad de los
agroecosistemas (Antoun & Prevost 2006;
Escobar & Garcia de Salamone 2017).

En el presente estudio se llevd a cabo la
caracterizacion de la diversidad estructural de
las comunidades microbianas rizosféricas
(CMR) con los CC avena y centeno en
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combinacion con la coinoculaciéon con PGPR,
mediante el analisis de los perfiles obtenidos
por la técnica de analisis de polimorfismos en
la longitud de fragmentos de restriccion
terminal denominada T-RFLP del gen 16S
ARNT.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue realizado en el establecimiento
“El Correntino”, de la localidad Treinta de
agosto, provincia de Buenos Aires Argentina.
Se evaluaron los efectos de la inoculacion
combinada de dos CC con las PGPR:
Azospirillum  brasilense y Pseudomonas
fluorescens sobre la diversidad estructural de
las CMR. En subparcelas se sembraron
centeno y avena incluyéndose también un
testigo sin CC. Los tratamientos con y sin
aplicacion de PGPR a la siembra con 4ml/Kg
de semilla se ubicaron en sub-subparcelas.
Muestras de suelo hasta 20 cm de profundidad
se obtuvieron en estadio ontogénico macollaje.

El estudio molecular se realiz6 en el
Laboratorio de Biologia molecular del Centro
Fitotécnico y de Semillas Pairumani. EI ADN
total se extrajo de 0,5 g de muestra, se
amplifico el gen 16S rRNA con primers 27f y
1392r. Los productos de PCR fueron digeridos
con la enzima Mspl, las muestras se enviaron
a Macrogen Korea para su secuenciacion. Los
diferentes tamafos de T-RF obtenidos fueron
analizados por PeakScaner v1.0. La diversidad
estructural de las CMR de los tratamientos
aplicados se caracterizO mediante andlisis
multivariado de los perfiles T-RFLP y por el
indice de diversidad de Shannon (H). Los
resultados se contrastaron con la digestion in
silico realizada mediante el Software Microbial
Community  Analysis 1l (MiCA), con
secuencias de cebadores y la enzima de
restriccion Mspl que se utilizé en este trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis discriminante de los T-RFLP se
observd que la estructura de las CMR
asociadas a la rizosfera de los CC estuvo
determinada por la inoculacion (Figura 1),
observandose que los promedios de todas las
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muestras inoculadas y no inoculadas difieren
entre ellos para el Eje 1. Ademas, se observan
diferencias significativas entre centeno y avena
sin inocular. Por otro lado, las CMR asociadas
a las parcelas control sin CC se agruparon
cerca de los tratamientos no inoculados
(Figura 1). En todos los casos no se observo
efectos sobre los indices de diversidad
estructural. Los valores promedio y los errores
estandar de los indices de riqueza, Shannon,
Simpson y Mclintosh fueron iguales a 4.4 +
0.62, 0.8 £ 0.08, 0.5 £+ 0.03 y 7.1 £ 0.24,
respectivamente. Por otro lado, el analisis
discriminante para la combinacién entre los
tratamientos de CC y la inoculacién con las
PGPR consider6 los T-RF mas significativos
indicados en la Figura 2, donde ademas se
observa las abundancias relativas de estos T-
RF. ElI grupo llamado "otros" incluye los
tamafios de T-RF, que indicaron como menos
importantes para el analisis discriminante los
cuales son: 51-54 pb, 64-67 pb, 90-92 pb, 143-
145 pb, 338 pb y 387 pb. En la Figura 2 se
puede observar que las CMR del tratamiento
testigo sin CC exhibi6 menos abundancia
relativa de T-RF y el centeno inoculado mostro
una mayor abundancia relativa de T-RF con
respecto a los CC no inoculados. Situacion
opuesta se observé para la avena CMR. Al
respecto Gewin (2010) indica que cada
combinaciéon PGPR-cultivo debe ser estudiada
para mantener un equilibrio adecuado entre el
cultivo y los microorganismos nativos vy
aplicados.

El centeno inoculado a diferencia del control
sin cultivo de cobertura exhibié el tamafio de
T-RF de 128-130 pb, donde el T-RF de 130 pb
ha sido vinculado a bacterias PGPR como
Azospirillum spp. y A. amazonense y otros
géneros de bacterias de suelo, como
Paracoccus, Thiothrix, Anaeromyxobacter y
Gluconacetobacter que se encontraron en la
rizosfera de café (Fuentes-Ramirez et al.,
2001).

Los resultados de este trabajo también
destacan el potencial de la inoculacion de
PGPR y la necesidad de obtener nuevas
cepas PGPR competitivas.
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CONCLUSION

La inoculacién con PGPR cambio el perfil g
las comunidades microbianas
rizosfericas de tal forma que los promedios de
inoculados y no
El andlisis del

estructural de

todos los tratamientos
inoculadas difirieron entre si.

indice de diversidad H calculado con los datos
T-RF mostraron que los CC y la inoculacién no
modifico la diversidad estructural de las CMR.
centeno inoculado presento mayor
abundancia relativa de T-RF con respecto a
los cultivos de cobertura no inoculados
mientras que este efecto no fue observado en
avena, ademas se obtuvo que el T-RF de 130
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pb presente en centeno inoculado ha sido
vinculado a bacterias PGPR como Azospirillum
spp. Yy A. amazonense y otros géneros de
bacterias de suelo
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Propiedades sensoriales, fisicoquimicas y antioxidantes del pitén
(Talisia esculenta Radlk.)
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Resumen

El pitbn es un arbol de la Amazonia. El objetivo de este trabajo es caracterizar sensorial,
fisicoguimicamente y determinar la capacidad antioxidante del fruto. La humedad se determiné por
pérdida de peso. Se determiné el color con estandares de color digitalmente. La textura se determin6 con
un texturébmetro. Se midieron las actividades antioxidantes de extractos etandlicos con los métodos de
ABTS® (734nm) y DPPH* (517nm), con curvas de Trolox y flavonoides con una curva de quercetina. El pH
del arilo fue 5y el de céascara 4,9. El %agua fue de 68+6%. Los parametros de color fueron: L*=52+2,
b*=28t5, a*=18x1, La dureza fue de 753t5¢g y la firmeza 190+20g. En el arilo se obtuvo 28,33 umol
Trolox/g y 0,1672 mg QE/g, la cascara dio 0,4354 mg QE/g. Mostraron un alto porcentaje de agua y
cascara y arilo acidos. El color indicé una luminosidad media y tonalidad naranja. El fruto no es pegajoso,

su cascara es blanda y mostré mayor capacidad antioxidante que el arilo.

Palabras clave: piton; fruto; colorimetria; TPA; antioxidantes.

INTRODUCCION

El piton (Talisia esculenta Radlk.), es un arbol
perteneciente a la familia Sapindaceae que se
distribuye por la regién amazonica de Brasil,
Bolivia y Paraguay (Guarim Neto et al., 2003).
Su fruto esta formado por una cascara y un
arilo comestible.

Si bien escasea la informacion sobre el piton
boliviano, se han realizado estudios sobre la
variedad brasilefia donde algunos estudios
preliminares han evaluado su constitucion
fendlica y aromatica (de Souza et al., 2016);
ademas, investigaciones sobre sus
propiedades antioxidantes y antimutagénicas
en modelos animales mostraron resultados
prometedores (Neri-Numa et al, 2014).

Las ecuaciones utilizadas fueron:

L+=—=%100
255

El objetivo de este trabajo es caracterizar
sensorial y fisicoquimicamente al fruto del
pitén y determinar la capacidad antioxidante de
sus moléculas bioactivas.

MATERIALES Y METODOS

Se midieron (largo: a, ancho: b) y pesaron
frutos para determinar estandares
morfolégicos descriptivos. Se hizo un extracto
del arilo y de la cascara para determinar el pH
y la humedad se determiné por pérdida de
peso, usando una incubadora a 60°C durante
15 dias.

Se determiné el color con fotografias de alta
calidad, usando una camara NIKON D7500 y
estandares de color digitalmente, mediante el
software Adobe Photoshop modo LAB.

Croma = (a %)%+ (b *)?)%
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La textura se determindé con un texturOmetro
(Brookfield CT3) haciendo analisis de perfil de
textura con 2 punciones con sonda conica
(d=24mm, v=1mm/s, profundidad=6mm).

Se prepararon extractos etandlicos (EE, 70%,
1:2) separados de cascara y arilo (24 horas en
agitacion) y se midieron las actividades
antioxidantes de los EE con los métodos de
ABTSe (734nm) y DPPHe (517nm), con
curvas de Trolox. También, se hicieron
mediciones de flavonoides con una curva de
quercetina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso promedio fue de: 14,6+0,69g. El pH del
arilo fue 5y el de cascara 4,9. El %agua fue de
68+6%.

Los parametros de color fueron: L*=52+2,
b*=28+5, a*=18+1, mostrando Croma=33+4,
Tono=57+7, indice de amarillez=76+10.

La dureza fue de 753+5g y la firmeza 190+20g.

El ensayo de ABTSe con los EE no mostro
actividad antioxidante. En el arilo se obtuvo
28,33 pymol Trolox/g en el ensayo de DPPHe,
pero la sensibilidad del método no permitié
determinar la concentracion en la cascara; sin
embargo, la cantidad de flavonoides dio
0,4354 mg QE/g del extracto de la cascara y
0,1672 mg QE/g del arilo.

Julio, 2022

Tono (HUE) = ATAN(=) * 57,2958

142,86b*

%IA = P

CONCLUSIONES

Los pitones maduros mostraron un tamafo y
peso constante, con un alto porcentaje de
agua caracteristico del clima hiumedo en que
se desarrolla. La cascara y el arilo fueron
ligeramente acidos, por lo que pueden ser
potenciales fuentes de vitaminas y minerales.
Su parametro de color indicé una luminosidad
media y tonalidad naranja. El TPA sefiala que
el fruto no es pegajoso y que su cascara es
blanda. La cascara de pitbn mostr6 mayor
capacidad antioxidante que el arilo.
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Resumen

El pacay (Inga edulis) es un arbol de la Amazonia, se cuantificaron fenoles y antioxidantes en la
Amazonia brasilera, no existen estudios en el ecosistema boliviano. Es necesario analizar propiedades
sensoriales y antioxidantes del pacay en Bolivia. Para propiedades sensoriales se midié color con
fotografias de alta calidad obteniendo: L*, a* b* croma y tono. Textura con un texturometro, dos
punciones (TPA), sonda coénica (TA17). Antioxidantes se utilizd extractos etandlicos del arilo y cascara
(70%EE,1:2), empleando el método de DPPH con curvas de trolox (517nm), flavonoides con curvas de
quercetina(376nm). Todo en espectrofotémetro UV-Vis por triplicado. Los parametros colorimétricos
fueron: L*=45,0+0,5; a*=-2,6+0,01; b*=3610,2; Croma=36,1+0,2 y Tono=-85,93+0,01. Textura:
fracturabilidad=410+6, dureza=320+2 y firmeza=177+5. Flavonoides= 0.12g/L cascara, DPPH=1.15¢g/L
en el arilo.

Observamos luminosidad media, color verde-amarillo, una textura con mayor fracturabilidad a dureza
(cascara dura y un arilo blando). flavonoides moderados en la cascara. El DPPH muestra cantidad
moderada de antioxidante en el arilo del pacay.

Palabras claves: inga edulis, DPPH, textura, colorimetria.

INTRODUCCION METODOS

Los frutos nativos pertenecientes a la region

de Bolivia poseen grandes capacidades
medicinales, en la mayoria de estos casos sélo
se conocen aplicaciones empiricas, se
considera que es necesario investigar de
manera cualitativa y cuantitativa las
propiedades de estos.

El pacay (Inga edulis) es un arbol de la familia
Fabaceae que se encuentra distribuido en la
Amazonia de Brasil, Pera y Bolivia, se han
cuantificado fenoles y antioxidantes en zonas
de Amazonia brasilera, pero no se ha podido
realizar andlisis sobre el pacay del ecosistema
boliviano (T.K. Lim, 2012)

El objetivo principal de esta investigacion es
analizar 'y describir las  propiedades
sensoriales y antioxidantes del pacay.

Para poder determinar propiedades
sensoriales del pacay (inga edulis) se tomé en
cuenta dos caracteristicas: color y textura, el
color se determiné digitalmente con fotografias
de alta calidad, de una camara Nikon D7500,
para luego ser analizada con el programa
Adobe Photoshop y obtener los valores de:

L*= lightness 100, a,\:24—0a _ 120’ b*=240b _
255 255 255
120, croma (a *2+ b x?)1/2y tono

tan~1(a */b *)

La textura se determind con un analisis de
perfil con un texturémetro (Brookfield CT3, MA,
EE. UU), con dos punciones (TPA), sonda
conica TA1l7, d=24 mm, v=2 mm/s,
profundidad= 4mm todo este procedimiento
por triplicado en cada muestra.

158


mailto:agustinafrgt@gmail.com

VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

El estudio de antioxidantes del pacay (inga
edulis) se realizd con los extractos etandlicos
del arilo y cascara (70% EE, 1:2), utilizando el
método del radical DPPH con curvas de trolox
a 517 nm como referencia. Asimismo, se
cuantific la cantidad de flavonoides con una
curva de quercetina a 376 nm. Todos estos
procedimientos fueron realizados con un
espectrofotdbmetro UV-Vis por triplicado. (de
Freitas FA et al, 2017)

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los pardametros  colorimétricos  fueron:
L*=45,0+0,5; a*=-2,6+0,01; b*=36+0,2;
Croma=36,1+0,2 y Tono=-85,93+0,01. Los
andlisis de textura resultaron en una
fracturabilidad=410+6, dureza=320+2 y
firmeza=177+5. El ensayo de flavonoides dio
0.12g/L en la céscara de concentracion y el del
radical DPPH dio 1.15g/L en el arilo

CONCLUSIONES

En colorimetria se pudo observar una
luminosidad media con un tono alto y un color
indicando hacia el verde amarillo. se pudo ver
que la textura nos daba una fracturabilidad
mas alta que la dureza, indicando asi que la
cascara dura y un arilo blando, siendo esto
una caracteristica de la familia Fabaceae.

El ensayo de flavonoides indicé que existe una
alta cantidad en la cascara comparandolo con
el arilo de este mismo fruto pacay (inga edulis),
asimismo el ensayo del radical DPPH nos
muestra una cantidad moderada de
antioxidantes en el arilo del fruto. estos
resultados muestran una similaridad a los
estudios realizados anteriormente en la
amazonia brasilefia.
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Resumen

En nuestro pais se ha reportado que las concentraciones de arsénico en cuerpos de agua del altiplano
frecuentemente superan los limites seguros para su consumo, representando un riesgo importante para
la salud de las comunidades de la regién. Creemos que la implementacion de mecanismos eficaces de
monitoreo es esencial para una potencial solucion. En consecuencia, iGEM Bolivia abordo el desafio de
disefiar un biosensor para detectar arsénico de forma rapida, fiable y econémica, este constara de una
bateria de 4 biosensores basados en Escherichia coli transformadas con diferentes constructos genéticos
que expresara una cromoproteina violeta (mMRFP1-Violet) cuando el Arsénico estéd presente en un rango
de concentraciones determinado. Planeamos liofilizar la bateria de biosensores en tiras de papel para
generar patrones de semaforo visibles a simple vista y acoplar su interpretacibn a un dispositivo
electronico (FADSR) que permite la lectura y reporte de multiples muestras simultdneamente.

Palabras clave: Arsénico, biosensor de células enteras, cromoproteina, iGEM.

INTRODUCCION consumo. (Rajakovic & Rajakovic-Ognjanovic,
2018). Por esta razon el proyecto presentado
por nuestro equipo es un biosensor bacteriano
para la deteccion y cuantificacién de arsénico
en fuentes de agua de consumo. De esta
forma proponemos una alternativa innovadora

contaminantes naturales, actividades mineras Y, accesible, basada en herramientas de la
y la liberacién de drenaje acido de mina biologia sintética, que contribuye a un servicio

(AMD). (Ormachea Mufioz & Quintanilla d€ vigilancia ambiental.

Aguirre, 2014) METODOS

Las fuentes de agua de consumo disponibles
en comunidades rurales, alrededor de lagos
y/lo rios en el altiplano boliviano, se ven
afectadas por una combinacion de

Todos los tipos de agua de la meseta del

Altiplano contienen arsénico, principalmente, Agrupamos todo el proyecto en 3 fases;

en su forma oxidada (As V). (De Loma et al., disefio, construccion y validacion.

2019) La presencia de este metal tiene efectos . _ . i
altamente toxicos, clasificados como tales por Diseéflo. Utilizamos la plataforma en linea
organismos internacionales, que provocan Benchling para el disefio de las secuencias de
graves enfermedades en el ser humano y en 0S 4 constructos genéticos, estos incorporaron
casos extremos incluso cancer, aunque se Unaamplia gama de sensibilidades al arsénico

encuentren en muy bajas concentraciones. Y Una senal de salida visible a simple vista.
(Quaghebeur et al., 2019) Estas caracteristicas fueron incluidas gracias a

3 estrategias: control de densidad de ArsR
En vista de tales problemas, existe la intracelular  (ArsR-ParsR),  amplificadores
necesidad de monitorear constantemente las transcripcionales (HrpRS-RinA) y un reportero
concentraciones de arsénico en el agua de de cromoproteina violeta (MRFP1-violet).
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Constructo AsO: la mas sensible de todos
(>0.5 ppb), tiene un promotor constitutivo débil
para la expresion de arsR y una cascada de
doble amplificador (HrpRS-RinA).

Constructo As2: sensibilidad media (>3 ppb),
también tiene un promotor constitutivo débil
para la expresion de arsR y un elemento
amplificador simple (HrpRS).

Constructo As4: sensibilidad media (>10
ppb), tiene un promotor constitutivo de fuerza
media para la expresion de arsR, no hay un
amplificador transcripcional presente.

Constructo As5: el menos sensible de todos
(>50 ppb), tiene un promotor constitutivo muy
fuerte para la expresion de arsR, no hay un
amplificador transcripcional presente.

Construccion. Todas las  secuencias
disefadas fueron codon optimizadas,
insertadas dentro de plasmidos estandares y
encargados para su sintesis dentro de la
plataforma en linea de IDT (Integrated DNA
Technologies). Una vez recibidas los
constructos sintetizados se transformaran en
cepas de E. coli DH5a competente para dar
inicio a los experimentos correspondientes.

Se agruparon los experimentos planeados en
5 etapas mencionadas a continuacion:

e Toxicidad del arsénico y los constructos
genéticos sobre el chasis bacteriano.

la

° Caracterizacion de
semicuantitativa del biosensor.

respuesta
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e Caracterizaciéon de la respuesta cuantitativa
del biosensorl.

e Validacion de la respuesta cuantitativa2.

e Evaluaciéon de la respuesta del biosensor
frente a muestras reales.

Los pardmetros para caracterizar un biosensor
de células enteras son obtenidos de una curva
de respuesta (Absorbancia sobre diferentes
concentraciones de arsénico), las cuales son
los siguientes: El limite de deteccion y el
rango dinamico, el primero es la
concentracion minima del arsénico que
provoca una respuesta observable (color),
mientras que el segundo es la relacién entre la
respuesta maxima alcanzable y la respuesta
ante la ausencia de arsénico (Wan et al.,
2022).

2 En esta etapa se evalla la selectividad, que
es la propiedad cualitativa sobre la capacidad
del biosensor en distinguir el Arsénico sobre
otros metales pesados similares.

Validacién. Para hacer posible las
evaluaciones in situ, primero se inmovilizaran
las bacterias en papel por medio de la
liofilizacion que permite su portabilidad vy
detectar el arsénico de forma semicuantitativa,
por lo que se dispondran los 4 biosensores en
patrones seméaforo (Fig.1) (Etapa 2). Por
altimo, pretendemos poner a prueba el
funcionamiento de nuestro biosensor con
muestras reales frente a métodos tradicionales
como la cuantificaciébn por espectroscopia de
absorcién atémica. (Etapa 5).

Concentracién de

arsenico

Figura 1. Biosensor en patrones semaforo dispuestos en tiras de papel
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Las bacterias liofilizadas en papel también
seran procesadas e interpretadas en un
dispositivo electrénico denominado FADSR
(Fast Arsenic Data Sample Reader),
previamente construido por equipo de iIGEM
Bolivia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a situaciones relacionadas con la
pandemia COVID-19, reactivos y entrada
limitada al laboratorio no pudimos materializar
el biosensor de nuestro proyecto hasta el
momento, pero gracias a la informacién
recopilada de la literatura cientifica podemos
teorizar los resultados que esperamos para
cada una de las 5 etapas de nuestro disefio
experimental:

0,25
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Toxicidad del arsénico y los constructos
genéticos sobre el chasis bacteriano.
Esperamos que la toxicidad ejercida sobre el
biosensor sea minima, ya que las
concentraciones que planeamos usar son
varias 6rdenes de magnitud mas bajas que las
concentraciones reportadas como toxicas para
el chasis. Nadra et al. probé un biosensor que
utiliza cromoproteinas en concentraciones de
arsénico de hasta 1000 ppb sin reportar una
toxicidad significativa (Nadra et al., 2017), de
igual manera, Zhuang et al. informé que el
chasis bacteriano comenz6 a verse afectado
por los efectos toxicos del arsénico en
concentraciones superiores a 1874 ppb
(Zhuang et al., 2010).

Sin constructos
E. coli DH5a

Resultado
esperado: El
arsénico no es
significativamente
téxico para el

chasis

0 05 5

10 15 20 S50 100

vy
ol

Concentracion de arsénico (ppb)

Figura 2. Toxicidad del arsénico sobre el desarrollo del chasis bacteriano.

162



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

Julio, 2022
125
Sin constructos
= 100 -@ E coliDH5a
e, - *r———————0—=
'8 . . . . . ' . . . Con Constructos
- C > O—__ .
§ s — - @0
£ I ormalizado aceptable )
: 12
= ]
=2 50 Resultado esperado: Constructos .
o complejos como AsOy As2 -
o presentaran una reduccion de la @
00600 como reflejo de la carga *
25 metabadlica.
- @
0 | | | I | | |
0 0,5 5 10 15 20 50 100 150

Concentracion de arsénico (ppb)

OD4o, Normalizado(%) = ODgq con constructo (x100)

0Dy sin constructo

Figura 3. Carga metabodlica de nuestras construcciones genéticas sobre el chasis bacteriano
representado como una disminucién de OD600.

Esperamos que en nuestro disefio los
constructos AsO y As2 ejerzan una mayor
carga metabdlica sobre la bacteria en
comparacion con As4 y Asb5. La carga
metabdlica que ejercerdn los constructos
genéticos esta estrechamente relacionada con
su complejidad y con la longitud de la cascada
de amplificaciébn. Wang et al. not6 una alta
carga metabodlica cuando la cascada estaba
compuesta por tres amplificadores. Por el
contrario, al reducir la longitud de la cascada a
solo 2 amplificadores, la construccion presento
una carga menor. También se afirm6 que la
combinacion de los amplificadores HrpRS-
RinA dara como resultado un menor esfuerzo
metabdlico para el microorganismo (Wang et
al., 2019).

Caracterizacion de la respuesta
semicuantitativa del biosensor. El limite
tedrico dedeteccién (LOD) de los constructos

genéticos es = 0,5 ppb para AsO, = 3 ppb para
As2, =2 10 ppb para As4 y = 50 ppb para Asb5.
En este punto y sin el uso de ningun
instrumento, los experimentos nos daran
resultados semicuantitativos. Esperamos que
los LOD informados sean considerablemente
mas altos que los tedricos, los datos
recopilados seran (tiles para pruebas
posteriores. También esperamos que los
niveles de ruido de fondo sean mas altos que
los informados por Wang et al. ya que nuestro
disefio no contiene sitios de union ArsR (ABS)
adicionales para su mitigacién (Wang et al.,
2019). Para inmovilizar los microorganismos,
realizaremos la liofilizacion de bacterias en
tiras de papel junto con soluciones protectoras
gue aseguraran la viabilidad hasta 2 meses
después del procesamiento, esperamos una
pérdida minima de su sensibilidad al arsénico
en las condiciones de almacenamiento
adecuadas (Stocker et al., 2003).
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Figura 4. Patrones seméforo de los biosens
de Arsénico.

Caracterizacion de la respuesta cuantitativa
del biosensor. En esta etapa se trabajara con
los constructos que presenten una respuesta
6ptima a concentraciones = 5 - 20 ppb de
arsénico, siendo As2 y As4 principales
candidatos para cumplir este criterio. Como se
menciond anteriormente, esperamos que el
ruido de fondo sea considerablemente alto en
As2 en comparacion con As4, esto debido a la
presencia de amplificadores transcripcionales

-
!
4 1
\ |/
p v

ores expuestos a diferentes concentraciones

sin sitios ABS adicionales (Wang et al., 2019).
Se espera que la sefial de salida de As2 y As4
esté linealmente correlacionada con el
arsénico dentro del rango de 5 - 100 ppb.
Esperamos que la sensibilidad en este punto
sea mayor que la de los métodos tradicionales,
pero la repetibilidad aun debe confirmarse
mediante la generacion de curvas de
calibracion.
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Figura 5. Curva de calibracion esperada para la respuesta del constructo As2/As4.

Validacién de la respuesta cuantitativa. En
el intento de probar la especificidad de la
respuesta al arsénico, expondremos el
biosensor a tres metales diferentes (Fe, Hg,
Mg) buscando cualquier tipo de respuesta no
especifica. No esperamos respuesta por
encima del ruido de fondo contra estos 3

J

Abs (400nm)

metales (Wang et al.,, 2019). El Unico caso
reportado de resultados no especificos en este
tipo de biosensor es causado por antimonio,
este podria generar respuestas incluso
mayores que el propio arsénico dependiendo
del disefio empleado (Kaur et al., 2015).

Magnesio Arsénico
0,25 pM

100 pM

\ /

! W
Hierro  Mercurio
100 pM 2 M

Figura 6. Selectividad del biosensor al arsénico, estimamos la ausencia de absorbancia

ante la presencia de otros metales pesados.
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Respuesta del biosensor con muestras
reales. Inicialmente, esperamos que las
concentraciones reportadas por el biosensor
sean mas bajas que las reportadas por los
métodos espectrométricos porque nuestro
biosensor apunta al arsénico biodisponible en
contraste con los métodos tradicionales que
detectan el arsénico total (Liao & Ou, 2005).
Pero la biodisponibilidad del arsénico depende
de varios factores fisicoquimicos intrinsecos de
la muestra y del medio de cultivo, dando como

resultado posibles resultados sesgados
relacionados con la naturaleza de la matriz.
Por ejemplo, esperamos que la

biodisponibilidad sea menor en muestras con
alta concentracion de materia organica
disuelta. De manera similar, si la concentracion
de fosfato es alta, la absorcion de As (V)
también se reducira significativamente (Pothier
et al., 2018), lo que daria como resultado una
concentracion reportada considerablemente
mas baja que los métodos espectrométricos.

Por otro lado, una ventaja que tiene nuestro
biosensor es la especiacion de arsénico en
agua potable recolectada de pozos. Esta agua
contiene principalmente As (lll) debido al
contacto reducido del pozo con el oxigeno en
contraste con las aguas superficiales, los
biosensores de células enteras son
especialmente sensibles a esta especie
porgue no necesita un paso de reduccion extra
(Pothier et al., 2020).

CONCLUSIONES

Se realiz6 el disefio in silico de un biosensor
bacteriano de células enteras para la deteccion
y cuantificacion de arsénico biodisponible en
fuentes de agua de consumo. En el cual se
detalla la forma de materializar su construccion
y posteriormente realizar su validacion. Por lo
que, resulta prometedor afianzar la ejecucion
de los experimentos planteados,
proporcionando lineamientos claros de los
parametros a evaluar, evitando de que el tipo
de constructo u otros metales afecten
negativamente en la respuesta, culminando en
el desarrollo de los patrones seméforo del
biosensor en papel que permitira realizar
andlisis in situ de arsénico en muestras de
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agua de consumo, con el fin de brindar una
alternativa viable que contribuya a futuro un
servicio de vigilancia ambiental.
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Resumen

La importancia econémica de los hongos comestibles y las nuevas demandas culinarias en la sociedad,
exigen desarrollar y establecer procesos de produccién adaptados a nuestro medio. En esta linea, se
evaluaron medios de cultivo y sustratos para la produccién de in6culo. En una primera fase, se estudiaron
diferentes medios de cultivo sélido in vitro, para el crecimiento micelial, donde se determin6 el mejor
medio para el hongo Agaricus blazei es MSA, para Grifola frondosa y Lentinula edodes son MSA, Ty A,
por ultimo, para Pleurotus ostreatus los medios MSA, T, P y A. En una segunda fase se usaron diferentes
semillas de cereal, como sustrato, contenidos en dos diferentes envases: bolsa pléstica y frasco de vidrio,
encontrandose respuestas diferentes al sustrato utilizado. En ambas fases se observaron cambios de
coloracion durante la maduracion del micelio en cada una de las especies, aspecto caracteristico de las

especies de hongos comestibles.

Palabras clave: HONGOS COMESTIBLES, Agaricus blazei, Grifola frondosa, Lentinula edodes,
Pleurotus ostreatus, CULTIVO in vitro, INOCULO, SUSTRATO

INTRODUCCION

Entre la variedad de hongos que existe en la
naturaleza, la mayoria tienen aplicaciones en
la agroindustria, la medicina y poseen
propiedades alimentarias, alucinégenags,
toxicologicas, entre otras (Mizuno 1995,
Mamede 2001 y OEI 2003). Estos incluyen
especies venenosas y especies fitoparasitas,
gue causan pérdidas econOmicas en los
cultivos agricolas (Martinez — Carrera, 1998 y
Stamets, 2005). También incluyen especies
importantes por su comestibilidad y relacion
simbidtica con las plantas; otros por su valor
nutritivo y  caracteristicas  organolépticas
(Eaton y Salmén 2000, Ardén 2007, Lopez
2007).

El cultivo de hongos comestibles es
considerado de interés a nivel mundial, tanto
por las caracteristicas mencionadas, como por
ser un alternativa de aprovechamiento de
residuos agroindustriales (Ferreira 1997 vy

Ardén 2007); es por ello que su produccion y
estudio se ampliaron en los udltimos afios,
enfocandose principalmente en las especies
de mayor demanda mundial como Agaricus
bisporus cultivado ampliamente por sus
caracteristicas  organolépticas, Lentinula
edodes, Pleurotus sp. De amplio consumo por
sus caracteristicas medicinales como también
organolépticas, incluyendo en los Ultimos afios
a las especies Agaricus blazei y Grifola
frondosa, por sus caracteristicas, medicinales
(Tormo 1996, Trabanino 2004, France y Cortez
2005, Suarez 2010).

Esta alternativa de produccion ha sido
explotada con éxito desde hace mucho tiempo
en otros paises, principalmente de Asia, donde
se ha desarrollado toda una tecnologia para la
produccion y conservacion de los hongos
comestibles como champifién, hongo ostra,
shiitake (Stamets 2005 y Suarez 2010).
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En Bolivia existe muy poco conocimiento de
las especies de hongos comestibles, su cultivo
y le potencial que representan, por ello y por
los bajos niveles de produccion existentes,
hacen necesarias la implementacion de
técnicas y tecnologia adecuada a nuestro
medio.

Segun Quimio (2002), Stamets (2005) vy
Suarez (2010), el cultivo de hongos
comprende dos etapas, una primera que tiene
la finalidad de obtener semilla, termino con el
cual es conocido el material de multiplicacion o
inoculo obtenido del micelio del hongo, la
segunda etapa es ya propiamente de
produccién, destinada a la obtencion de
carpéforos o frutos, cultivados en troncos de
arboles, paja de cereales, compost y residuos
agroindustriales.

En el presente trabajo, se estudi6 el
crecimiento y maduracion del micelio, en
respuesta a diferentes medios de cultivo in
vitro, diferentes sustratos y envases, para la
obtencion de inoculo de cuatro especies de
hongos comestibles.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé6 micelio de A. blazei, L. edodes, G.
frondosa y P. ostreatus, estas especies se
eligieron en funcién a su importancia comercial
a nivel mundial. Los medios de cultivo in vitro,
empleados para este trabajo, se seleccionaron
en funcion a los elementos nutritivos que
proporcionan un medio adecuado para el
crecimiento micelial de los hongos.
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Como sustrato se evalué granos de avena,
cebada, maiz, sorgo y trigo, estos cereales
fueron seleccionados por la disponibilidad en
el mercado y por su costo.

Para el proceso in vitro, se prepar6 medio de
cultivo sélido comercial PDA (papa dextrosa
agar), este se esterilizé a una temperatura de
121°C con 15 libras/pulg? de presién, durante
20 minutos. ElI mismo se dispens6 en placas
Petri dentro de una camara de flujo laminar. En
condiciones de asepsia se sembr6 cada
especie debidamente codificada.
Posteriormente fueron llevadas a la incubadora
a 25°C, hasta que el micelio completé su
crecimiento en toda la placa.

Fase I: Seleccién de medios de cultivo

La preparacién de los medios de cultivo, se
realizO mediante las instrucciones del
fabricante, ajustando el pH de cada medio a
6.0, para luego esterilizarlos en autoclave,
durante 20 minutos, a una temperatura de
121°C con 15 libras/pulg? de presién. En
condiciones de asepsia, se dispenso en placas
Petri dejando reposar por 24 horas.

Dentro de la camara de flujo laminar, se
transfiri el micelio activo de cada especie en
estudio, a un circulo de 5 mm de diametro, en
la parte central de cada placa Petri, la cual
provenia de otra placa previamente activada.
Posteriormente se llevaron las placas Petri
inoculadas a una incubadora a 25°C.

Los tratamientos estuvieron constituidos a partir de los siguientes factores:

Factor 1: Especie de hongo:

Factor 2: Medio de cultivo:

ABM: Agaricus blazei

GF: Grifola frondosa
LE Lentinula edodes
PO Pleurotus ostreatus

PDA = papa, dextrosa, agar
P = papa, dextrosa, levadura, agar
A = avena, levadura, malta, agar
T = trigo, dextrosa, malta, agar
MSA = malta, sorgo, levadura y agar

En base a los dos factores, se formaron 20
tratamientos, distribuidos en un disefio
completamente aleatorio, cada uno con cuatro
repeticiones. Cada unidad experimental estuvo
constituida por una placa Petri. Las variables
gue se consideraron durante esta fase fueron:

crecimiento micelial y maduracion del micelio.

El crecimiento micelial, se evalu6 cada 48
horas después de la siembra en placa,
midiendo en forma radial con la ayuda de una
regla graduada, hasta que el micelio cubrié por
completo la placa Petri.
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Fase Il: Seleccion de sustratos:

Inicialmente se realiz6 la limpieza de los
cereales, eliminando impurezas (piedras, paja,
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otras semillas). La preparacion del sustrato se
realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Ferreira (1997).

Los tratamientos estuvieron constituidos por la combinacion de los siguientes factores:

Factor 1. Especie de hongo Factor 2. Sustrato Factor 3: Envase
ABM = Agaricus blazei A= Avena
GL= Grifola frondosa C= Cebada F= Frasco
LE = Lentinula edodes M= Maiz B= Bolsa
PO = Pleurotus ostreatus S= Sorgo
T= Trigo

Como variable de respuesta se consider6 al
crecimiento micelial, el que fue evaluado
mediante mediciones en porcentaje de la
distancia recorrida por el micelio, sobre el
sustrato en cada unidad experimental. Las
mediciones se realizaron cada 48 horas, hasta
que el micelio cubrié por completo el sustrato.

Los tratamientos fueron evaluados en un
disefio completamente aleatorio con 40
tratamientos, cada uno con cuatro
repeticiones. Cada unidad experimental estuvo
constituida por un frasco de vidrio y una bolsa
(paralelamente).

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase I: Seleccién de medios de cultivo

Crecimiento micelial en medios de cultivo
in vitro. ElI crecimiento micelial de cada
especie, mostré diferente comportamiento en
cada uno de los medios de cultivo. De acuerdo
al ANVA se encontré diferencias significativas
(p < 0.001), para la interaccion entre hongo,
medio y dia, por lo que cada hongo tuvo un
desarrollo diferenciado en cada medio de
cultivo en relacion al tiempo.

Crecimiento micelial de Agaricus blazei en
los medios de cultivo in vitro. En base a la
comparacion de medias, el crecimiento micelial
de A. blazei en los diferentes medios de cultivo
in vitro (A, MSA, P, PDA y T) a través del
tiempo, presento diferentes comportamientos.

El crecimiento micelial de A. blazei, dur6 30
dias, siendo superior estadisticamente (p =
0.001) en el medio de cultivo MSA respecto a
los medios de cultivo A, T, P y PDA, que
duraron 46 dias, bajo las mismas condiciones
ambientales. Se observo que en el medio de
cultivo MSA, el crecimiento micelial de A.
blazei fue superior, en comparacion con los
medios de cultivo PDA, T, Ay P.

Crecimiento micelial de Grifola frondosa en
los medios de cultivo in vitro. El crecimiento
micelial de G. frondosa en los diferentes
medios de cultivo in vitro, presentd diferente
comportamiento a través del tiempo. En el
crecimiento micelial del hongo G. frondosa, se
observa que en los medios de cultivo A, MSA 'y
T completaron el crecimiento en placa en 20
dias y superiores estadisticamente (p = 0.001)
a los medios PDA y P, en cambio el
crecimiento micelial en los medios de cultivo P
y PDA, mostrd un ritmo lento, completando la
placa Petri a los 46 dias. También se observo
que en los medios de cultivo T, A y MSA, el
crecimiento micelial de G. frondosa complet6
la placa Petri, antes que enlos medios de
cultivo PDAy P.

Crecimiento micelial de Lentinula edodes
en los medios de cultivo in vitro. En base a
la comparacion de medias, el crecimiento
micelial de L. edodes en los diferentes medios
de cultivo, presento diferentes
comportamientos a través del tiempo.

Se observdé que el micelio del hongo L.
edodes, en los medios de cultivo A, MSA y T,
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presentd un crecimiento similar y superior
estadisticamente (p = 0.001), comparando con
los medios PDA y P, llegando a completar la
placa Petri en 8 dias. En cambio, en el medio
de cultivo P, completé su crecimiento a los 10
dias. Por otro lado en el medio PDA completo
la placa Petri en 16 dias, siendo este el medio
de cultivo que presenta un periodo de
crecimiento mas largo en relaciéon a los otros.
El crecimiento del micelio de L. edodes es
similar en los medios de cultivo MSA, A, Ty P,
en cambio en el medio de cultivo PDA,
present6 un crecimiento mas lento.

Crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus
en los medios de cultivo in vitro. El
crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus en
los medios de cultivo, presenté diferente
comportamiento a través del tiempo. Los
medios de cultivo A, MSA, P y T, para el
crecimiento del micelio del hongo P. ostreatus,
fueron superiores estadisticamente (p =
0.001), al medio PDA, ya que completaron la
placa Petri en 8 dias. El crecimiento micelial de
Pleurotus ostreatus en el medio de cultivo
PDA, completd su ciclo en la placa en 10 dias,
siendo este el crecimiento mas lento. El
crecimiento del micelio de P. ostreatus
completd la placa Petri en menor tiempo en los
medios de cultivo MSA, T, P y A. También se
debe mencionar que el micelio de cada
especie tiene un comportamiento diferente en
cada medio de cultivo y depende del tipo de
medio de cultivo utilizado y del pH.

Estas especies pudieron completar su ciclo in
vitro a los 30 dias, lo cual esta cercano a lo
reportado por Suarez (2010), que indica que el
micelio de los hongos comestibles, coloniza el
medio de cultivo a los 21 o 28 dias después de
la inoculacion, en medio de cultivo PDA.

Ardén (2007), menciona que los medios de
cultivo que contienen extracto de levadura y
extracto de malta, son utilizados
frecuentemente para el crecimiento micelial y
propagacion de hongos comestibles. Suarez
(2010), menciona que el crecimiento del
micelio del hongo L. edodes, es mejor en el
medio PDA.
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Mediante este trabajo se proporcionan otros
medios de cultivo alternativos para el
crecimiento micelial de este hongo.

Suarez (2010), menciona que los medios de
cultivo en el que el micelio de Pleurotus
ostreatus crece con mayor velocidad, son PDA
y P, completando la placa Petri hasta los 10
dias.

Fase Il: Seleccion de sustratos

Para este analisis, se utilizo el micelio que se
identificd en la etapa 1 de la primera fase del
estudio.

Crecimiento micelial de Agaricus blazei en
los diferentes sustratos en bolsa. El
crecimiento micelial de A. blazei presenta
diferentes comportamientos en cada uno de
los sustratos utilizados en este estudio. El
crecimiento micelial en bolsa de A. blazei,
mostr6 que los sustratos T y S fueron
estadisticamente superiores (P = 0.001)
respecto a los sustratos A, C y M, hasta el dia
30, en cambio los sustratos C y M completaron
el crecimiento a los 32 dias, y en A complet6 a
los 34 dias, siendo este el crecimiento mas
lento.Ademas del tiempo, se observé que el
micelio de este hongo crecié mas compacto y
vigoroso en los sustratos T y S, en
comparacion con los sustratos A, Cy M.

Crecimiento micelial de Agaricus blazei en
los diferentes sustratos en frasco. El
crecimiento del micelio de Agaricus blazei en
frasco, fue superior estadisticamente (P =
0.001) en los sustratos S y M con relacion a
los otros, teniendo en cuenta que en todos los
sustratos la colonizacion del micelio se
completdé en 34 dias. También se observo que
en los sustratos S y M el micelio fue vigoroso y
compacto, lo cual le permitira un mejor
desarrollo del inéculo.

Crecimiento micelial de Grifola frondosa en
los diferentes sustratos en bolsa. El
crecimiento micelial de G. frondosa presenta
diferentes comportamientos en cada uno de
los sustratos utilizados en este estudio, como
se presenta a continuacion. El crecimiento del
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micelio, en bolsa de G. frondosa en el sustrato
A, fue superior (P = 0.001) estadisticamente
hasta el dia 30, respecto a los otros sustratos.
Los sustratos M y C, completaron el
crecimiento micelial hasta el dia 32, en cambio
los sustratos S y T, recién al dia 34,
presentando un crecimiento mas lento que en
el sustrato A. También se observé que el
micelio mas compacto y vigoroso, se presento
en los sustratos S y A, sefial que muestra que
es posible obtener un in6culo de mayor
calidad, siendo el mejor sustrato para el
crecimiento micelial del hongo, el sustrato A,
por el tiempo de crecimiento y la vigorosidad
del in6culo.

Crecimiento micelial de Grifola frondosa en
los diferentes sustratos en frasco. El
crecimiento de micelio de G. frondosa en
frasco, fue superior en el sustrato T, pero
similar con todos los demdas sustratos. El
micelio del hongo completé su crecimiento
hasta el dia 32, en todos los sustratos
estudiados. Se observo que en los sustratos S
y T, el micelio crecié vigoroso y compacto, lo
cual otorga buenas caracteristicas para
obtener un inéculo de mayor calidad.

Crecimiento micelial de Lentinula edodes
en los diferentes sustratos en bolsa. El
crecimiento micelial de L. edodes presenta
diferente comportamiento en cada uno de los
sustratos utilizados. El crecimiento de micelio
de L. edodes en bolsa, mostr6 que los
sustratos S 'y T fueron superiores
estadisticamente (P = .001), completando su
crecimiento el dia 28; los sustratos A y M
completaron el crecimiento micelial a 32 dias
pos inoculacion.

En el sustrato C se completé a los 36 dias,
siendo el crecimiento mas lento en relacién a
los sustratos S, T, Ay M. Ademas, el micelio
en los sustratos S y T, fue mas compacto y

vigoroso respecto a los otros sustratos,
generando a futuro un in6culo de mejor
calidad.

Crecimiento micelial de Lentinula edodes
en diferentes sustratos en frasco. El
crecimiento de micelio de L. edodes en frasco,
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fue similar en los sustratos A, S, y T y superior
(P = 0.001) estadisticamente a los otros
sustratos, completando su crecimiento hasta el
dia 20. Se observé que en los sustratos C y M,
el micelio detuvo su crecimiento a los 24 dias.

En los sustratos S y T el micelio de L. edodes
fue mas compacto y vigoroso, lo que permitio
obtener in6culo de mejores condiciones para la
produccién masiva.

Crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus
en diferentes sustratos en bolsa y frasco.
Se observé que P. ostreatus en bolsa y en
frasco tuvo comportamiento similar en los
sustratos S, T, M y C, completando el
crecimiento micelial el dia 8, en cambio en el
sustrato A completé a los 10 dias. En los
sustratos Sy T el micelio fue mas vigoroso y
compacto en comparaciéon con los sustratos A,
My C tanto en bolsas como en frascos.

El micelio de cada una de estas cuatro
especies producido in vitro, en general crecié
mejor en sustrato de S y T, pero en algunas
especies ademas en A, C y M, lo cual coincide
con OEI (2003), quién indica que el micelio de
los hongos comestibles requiere de un gran
contenido de lignina (como es el caso del
sorgo) para un buen crecimiento.

Alave (2008), menciona que el micelio de
Agaricus blazei presenta una mayor velocidad
de crecimiento en sustrato C que en los
sustratos S, T y M, llegando a completar su
crecimiento en 15 dias y no asi como se
observa en es este estudio, donde los
sustratos con mayor velocidad de crecimiento
colonizaron el sustrato Lopez (2007), indica
gue comunmente se utlizan los granos de
cereales de trigo, sorgo y maiz para la
produccion de inoculo de G. frondosa. Alave
(2008), menciona que el micelio de L. edodes
avanza con mayor velocidad en sustrato S,
completando su crecimiento en ocho dias, por
lo que es conveniente el empleo de este
sustrato para este hongo. También OEI (2003),
indica que el micelio de L. edodes requiere un
gran contenido de lignina (como es el caso del
sorgo S) para un crecimiento vigoroso.
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Suarez (2010), indica que el mejor sustrato
para el crecimiento del micelio de Pleurotus
ostreatus es T. Alave (2008), menciona que el
mejor sustrato para el crecimiento micelial de
P. ostreatus es S y llega a completar su
crecimiento en 10 dias.

CONCLUSIONES

e En general, el medio de cultivo para el
crecimiento micelial de Agaricus blazei fue
MSA, para Grifola frondosa y Lentinula
edodes fueron MSA, A y T, hasta los 30
dias en cambio para Pleurotus ostreatus
fueron MSA, A, Ty P.

o A. blazei presenté un crecimiento mi-celial
superior en bolsa, con sustratos de trigo y
sorgo; en frasco tuvo mejor crecimiento con
sustrato de maiz y cebada. Para G.
frondosa, el mejor sustrato en bolsa, fue
avenay en frasco trigo.

e Los mejores sustratos para Lentinula
edodes en bolsa, fueron trigo y sorgo, y en
frasco fueron avena, sorgo y trigo. Para P.
ostreatus los mejores sustratos fueron
avena, sorgo, cebada y trigo, tanto en bolsa
como en frasco.
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Resumen

El cancer de cuello uterino (CaCU) es el tipo de cancer mas frecuente en las mujeres bolivianas. Las
lesiones precursoras de CaCU se clasifican en tres grados: NIC I, NIC Il y NIC lll, dichas lesiones son
causadas por infecciones persistentes del virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR).

La implementacién de pruebas de genotipificacién molecular de VPH-AR permitira conocer la distribucion
de los genotipos tanto en la poblacion en general como en la poblacién que presenta la enfermedad.

El estudio de genoatipificacion fue realizado en el Laboratorio de Virologia - UMSS, mediante la técnica
gPCR Anyplex Il HPV-HR. Esta técnica identifica 14 tipos de VPH-AR. En las muestras analizadas se
determind que los genotipos mas prevalentes en las lesiones intraepiteliales en diferente grado es el
VPH16 y VPH31.

Estos resultados pueden servir para planificar acciones preventivas para el diagnéstico temprano de

lesiones cancerosas de cuello uterino.

Palabras clave: CACU, NIC, HPV, PCR en tiempo real, genotipificacion

INTRODUCCION

Las preneoplasias intraepiteliales cervicales
(CIN) se clasifican en tres grados CIN I, CIN I
y CIN 1ll (Origoni et al., 2014), son causados
por la infeccion persistente del virus del
papiloma humano (VPH). es el segundo tipo
de cancer con mayor incidencia a nivel
mundial. En Bolivia la incidencia esta de 47 por
cada 100.000 mujeres y se estima que es el
més alto de América Latina con una tasa de
mortalidad de 21 por cada 100.000 mujeres
(Sung et al., 2021)

De manera general el mayor nimero de casos
diagnosticados de cancer de afectan
principalmente a las mujeres, en edades
comprendidas entre los 20 y 69 afos.(Garcia
et al, 2021) (Alaguero, 2017)

Los VPH que infectan la zona del cervix se han
clasificado en dos grupos, de acuerdo a su
capacidad oncogénica. Los genotipos incluidos
en los VPH de alto riesgo son los siguientes:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73y 82. Los genotipos con bajo riesgo son:
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. Hay
tres genotipos, 26, 53 y 66, que se han
clasificado como de probable alto riesgo.
(Chacon et al., 2006)

La infeccion persistente del VPH de alto riesgo
oncogeénico es el factor etiolégico principal
causante de lesiones preneoplasicas y
cancer(Amador Perez et al., 2013).

Segun la estadistica internacional los
genotipos mas prevalentes y oncogénicos son
el HPV16 y 18 Garcia et al. (2010); en Bolivia
no contamos con mucha informacién en
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cuanto a la distribucion genotipica en mujeres

con y sin lesiones. Por tanto, resulta
imprescindible implementar el andlisis vy
genatipificacibn molecular del VPH como

método para conocer cuales son los genotipos
de alto riesgo que més frecuentemente afectan
a nuestros pacientes, de manera que a futuro
se puedan implementar conductas de manejo
mas adecuadas en dichos pacientes.

METODOLOGIA

Es un estudio retrospectivo y descriptivo.

Muestras clinicas. A partir del afilo 2014 hasta
el 2018 dentro del marco de un proyecto la
Facultad de Medicina Universidad Mayor de
San Simén realiz6 un tamizaje a mas de 10
000 mujeres, se seleccionaron muestras de
ADN de 168 mujeres (68 se tomaron la
muestra por autotoma y 86 por ginecdlogo)
con HPV positivo de alto riego consenso y un
estudio histolégico (biopsia), en total 70
mujeres sin lesiones, 46 con NIC |, 9 con NIC
II, 19 con CIN Il y 23 con cancer invasor.
Debido que no se encontraron muchas
muestras CIN Il se analizaron los resultados
junto a las lesiones CIN .

Reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en
tiempo real: Se llevo a cabo utilizando Anyplex
Il HPV HR (Seegene) que detecta de manera
simultanea y diferenciado 14 tipos de VPH de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52,
56, 58, 59, 66, 68), utilizando la tecnologia
TOCE (marcado en la extensién fragmentada
de los oligonucleétidos), también proporciona
informacion semicuantitativa (carga viral).

Analisis de datos: Se recabaron los siguientes
datos de los genotipos de HPV presente, mono
infecciones (la presencia de un solo genotipo
de HPV) o mudltiples (la presencia de dos o
més genotipos de HPV). Se calcularon los

Julio, 2022

porcentajes de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51,
52, 56, 58, 59,65 para la muestra total y
discriminada por lesion.

Aspectos éticos: se establecieron medidas
para la proteccion de datos de las pacientes,
de manera que quedaron ocultos desde el
inicio del trabajo. Se les asignd una clave
numérica, quedando la correlacion clave
numeérica-paciente en un ordenador protegido
con contrasefia.

RESULTADOS

a) Se detectaron los genotipos de HPV de
alto riesgo en las 168 muestras seleccionadas

b) Se pudo determinar la presencia de mono
infecciones y multi infecciones por lesiones, en
lesiones CIN I el 16%presenta
monoinfecciones y 14% multiples infecciones,
en CIN Il 'y CIN lll el 10% presenta mono
infecciones y el 7% multi infecciones. El resto
de las mujeres que no presentaban lesiones se
detecto el 15% mono infeccion y el 26%
multiples infecciones. (Figura 1)

c) La distribucion genotipica dio el siguiente
resultado: en las muestras seleccionadas sin
lesiones se hallaron 13 genotipos de HPV de
alto riesgo a excepcion del HPV 33, y el HPV
mas prevalente fue el HPV 51 seguido del
HPV 16, las muestras CIN | se encontraron 13
genotipos HPV AR a excepcion del HPV 33, el
genotipo mas prevalente es el HPV 16 seguido
del HPV 31, en las muestras CIN Il y CIN 1l se
encontraron 10 genotipos a excepcion del HPV
18, 33, 35 y 45, los mas prevalentes fueron el
HPV16, finalmente las muestras que venian de
cancer invasor se encontraron 9 genotipos a
excepcion de los HPV18, 33, 45, 52 y 68, el
genotipo mas prevalente es el HPV 16. (Figura
2-5)
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Figura 1. Porcentaje de Mono infecciones y Mdltiples infecciones por lesion preneoplasicas
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Fuente: Elaboracion propia

En la imagen se observa la relacion entre mono infecciones y mdltiples infecciones segun lesion
preneoplasica (CIN I, CIN I, CIN IIl, Cancer (CACU) y un grupo control Sin lesiones).

Figura 2. Distribucion Genotipica de HPV de Alto Riesgo en Muestras que fueron
Diagnosticadas Sin Lesiones
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Figura 3 Distribucion genotipica de HPV de alto riesgo en lesiones de grado CIN |
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Figura 4 Distribucién genotipica de HPV de alto riesgo en lesiones de grado CIN Il y IlI
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Figura 5 Distribucion genotipica de HPV de alto riesgo en muestras diagnosticadas con CACU
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados se pudo observar
la presencia de multiples infecciones y con

mayor porcentaje en mujeres que no
presentaban lesiones, segun Cardozo et al.,
(2012) con respecto a las infecciones

multiples de HPV de alto riego, se han
realizado trabajos que demuestran que estas
son relativamente frecuentes y poseen un
significado controversial en relacién con el
desarrollo de cancer de cuello uterino.

Segun Amador Perez et al. (2013) en mujeres
jovenes infectadas con los genotipos 16 y 18
tiene un riesgo muy importante de presentar
NIC Ill, sin embargo en este estudio los
genotipos mas prevalentes a medida que va
avanzando la lesion preneoplasica son los
HPV 16 y 31, datos que revelan un mayor
riesgo de cancer por estos genotipos, el autor
Bottari F, lacobone AD & Al., (2021) comenta
que la persistencia del genotipo identificado al
inicio es util para estratificar el riesgo de
recurrencia de las lesiones preneoplasicas
intraepiteliales NIC.

CONCLUSION

De acuerdo al estudio se concluye que en las
168 mujeres presentan mono infecciones y
multi infecciones de los diferentes tipos de
HPV de alto riesgo. Se identificaron en todas
las muestras 13 genotipos exceptuando el
HPV 33.

Se determino la distribucién genotipica por
lesiones intraepiteliales en diferente grado CIN
I, 11'y lll concluyendo que el genotipo mas
prevalente es el HPV 16 y 31.

Implicancias de los resultados. -

Estos resultados pueden servir para planificar
acciones preventivas en cuanto al diagnéstico
temprano del Virus del Papiloma Humano y de
esta manera la prevencién de cancer de cuello
uterino.

Desde un punto de vista clinico, la persistencia
del HPV 16 y 31 nos permitiera identificar las
lesiones que regresaran espontaneamente de
aguellas destinadas a progresar.
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Julio, 2022
PROGRAMA DEL EVENTO
Moderadores
Jueves 28 de julio del 2022 Sala de Zoom 1 José Gino Aguirre Villarroel Por la mafiana
Martha Teresa Avila Alba Por la tarde
Ingrid Ximena Reyes Colque Por la tarde
AREA BIOTECNOLOGIA VEGETAL SALA DE ZOOM 1
HORA NOMBRE TEMA
Gino Aguirre presidente del CIAB
_ _ L Cochabamba
8:15-8:45 Inauguracion del evento Teresa Avila Coordinadora REDBIO
Carlos Rojas Decano de la FCAyP — UMSS
Julio Medina Gamboa Rector - UMSS
CEmiEreTelE M EiTE] Retos y avances en la Biotecnologia y la
9:00 — 9:45 Maria Mercedes Roca Biolo igsintética glay
BioScience Think Tank 9
Conferencia Magistral
. ) Spiros Agathos . . . . . .
9:45 —10:30 Universidad Catélica de Lovaina — Microbial engineering for sustainnability
Bélgica
Conferencia Magistral L
10:30- 11:15 Sabina Vidal Macchi SISy apleis 68 R
Universidad de la Republica — Uruguay P
ComiErenele MEEls el Retos de conservacion in situ y uso de las
11:15-12:00 Radl Blas Sevillano Dl vl ol y
Universidad Agraria La Molina — Peru
CemiEre T le A ETE] Fundamentos aplicaciones de los
12:00 — 12:45 Teresa Avila Alba Ml Sl R AP
Universidad Mayor de San Simén P9
ALMUERZO
Egl?rgeéser}gﬁ;ﬂagpzsggoa Micropropagacion de Stevia rebaudiana en
14:00 — 14:45 . > aplay g . . Sistema de Biorreactores de Inmersion
Universidad Nacional Agraria la Molina -
p Temporal
Perud
14: 45 — Expositora M|cropr_opaga0|on _ de _stewa (Stevia
) : . . rebaudiana Bertoni) a partir de segmentos
15:05 Rocio del Carmen Viraca Rodrigues . A
nodales en medio de cultivo liquido
Micropropagacion y  aclimatacion  de
15:05 — 15:25 Expositora Schoenoplectus californicus “totora”
' ’ Carmen Ormachea Orellana destinados a estudios de repoblamiento en el
lago Titicaca
. . Expositor Propagacién in vitro de cacao (Theobroma
15:25 - 15:45 . . L . o
Jorge Quezada Portugal cacao L.) nativo via embriogénesis somatica
Expositora Optimizacion de medios de cultivo in vitro
15:45 - 16:05 P para la micropropagacion de tuna forrajera

ESEY QUEIER [RIIERe (Opuntia ficus indica L. Mill.)
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Conferencia Magistral

16:05 — 16:50 Jheanete Pérez Guzman Cultivo de tejidos vegetales in vitro
Escuela Militar de Ingenieria
E . Cultivo in vitro de lavanda (Lavandula dentata
. . Xpositora . - .
16:50 - 17:10 . . L.) en la etapa de introduccién a partir de
Melani A. Arano Tapia . .
yemas axilares y apicales
e Germinacién in  vitro de Epidendrum
17:10 - 17:30 Begtriz Mamani Sanchez secundum con diferentes agentes gelificantes
y concentraciones de agua de coco
Meta-Topolina y modificaciones en las
17:30 - 17:50 Expositora condiciones de cultivo como alternativa en la
’ ' Ruth Gabriela Ancasi Espejo micro propagaciéon del platano (Musa
paradisiaca L.)
. . Expositora Caracterizacion biologica del fruto Allagoptera
17:50 - 18:10 : .
Ayelen Jenifer Camacho Crespo leucocalyx (motacuchi)
Germinaciébn in vitro de Zigopetalum
18:10 - 18:30 Expositor maculatum con diferentes protocolos de

Maximo Nova Pinedo

desinfeccién y adicion de agua de coco en el
medio de cultivo
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Jueves 28 de julio del 2022 Sala de Zoom 2

Erick Vladimir Ferrufino Guardia
Felipe Noel Ortufio Castro
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Moderadores

Por la mafiana
Por la tarde

AREA BIOTECNOLOGIA MICROBIANA E INDUSTRIAL SALA DE ZOOM 2

HORA NOMBRE TEMA
Gino Aguirre presidente del CIAB Cochabamba
8:15-9:00 Inauguracién evento Teresa Avila Coordinadora REDBIO
Carlos Rojas Decano de la FCAyP — UMSS
Julio Medina Gamboa Rector - UMSS
9:00 — 9:45 Conferencia Magistral Retos y avances en la Biotecnologia y la
: : Maria Mercedes Roca Biologia sintética
BioScience Think Tank
Conferencia Magistral
9:45 — 10:30 Spiros Agathos Microbial engineering for sustainnability
Universidad Catdlica de Lovaina -
Bélgica
Conferencia Magistral . . L . ;
José Antonio del Castillo D|ver5|da_d y dinamica evolutiva de .Ias proteinas
10:30 - 11:15 piversidad de investigacion de I<_':1 cubierta de esporas en especies del orden
tecnolégica Yachay Tech en Bacillales
Ecuador
Conferencia Magistral ) i ) i
11:15 — 12:00 Carla Ximena Colque-Little In vitro pathogenic/endophytic (_avaluat|on of four
Universidad de Copenhague Aschomycetes related to the quinoa crop
Dinamarca
Conferencia Magistral Procesos biocatalizados por microorganismos
12:00 — 12:45 Gustavo Curutchet nativos para potencial biorremediacion en rios
Universidad Nacional de San Martin - urbanos: un enfoque transdisciplinario
Argentina
ALMUERZO
14:00 — 14:45 Conferencia Magistral Biotecnologia en la proteccion vegetal y gestion
' “*2 llich Figueroa Candia de residuos organicos con insectos benéficos
Universidad Mayor de San Simén
14- 45 E . Anélisis de comunidades microbianas
145 — Xpositora ; - . ;
) . rizosféricas asociadas a cultivos de cobertura
15:05 Jhovana Silvia Escobar Ortega .
secados con glifosato
15:05 — 15:25 Exp_ositor C_onsorcios _ microbia_mos nativ_os para la
' ’ Fabio Ortufio Ramallo biodegradacién de residuos organicos
Biomineralizacién de estruvita por
15:25 — 15:45 Expositora Chryseobacterium sp. 2CANAT para la
' ‘ Virginia Rigoberta Gonzales Mamani  recuperacion de magnesio de la bischofita y
fosforo del suero lacteo
Expositora Actividad an_tagc')nica de filtrados fungicos frente
15:45 - 16:05 . a Colletotrichum sp., agente causal de
Marisol Llanos Vargas . . I~
antracnosis del mango (Mangifera indica L.)
16:05 - 16:25 Expositor Obtencion de nanoparticulas de 6xido de hierro

Juan Simén Torres Espada

procedente de viruta con tecnologia Bottom-Up
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Desarrollo para la evaluacibn de bacterias

16:25 - 16:45 E>.<posnora . fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de
Giovanna Plata y Jesus Alcocer . .
fésforo y potasio
. . Expositor Las micorrizas (MA) (Glomus fasciculatum) y el
16:45 - 17:05 . . .
Joseph Deyby Felipez Soliz fosforo en papas nativas
Expositor Uso de Bacillus sp. y técnicas de labranza para
17:05-17:25 P la multiplicacion de esporas de micorriza
Omar Flores Llanque
arbusculares (MA)
Expositora Cultivo de Arthrospira maxima (Spirulina) en
17:25 - 17:45 Jar?el Olga Quiroz Condorett fotobioreactor condiciones ambientales bajo
9 invernadero Valle Central Cochabamba - Bolivia
Evaluacion del rendimiento de biodiesel obtenido
17:45 - 18:05 Expositora a partir de microalgas nativas de la Bahia de
’ ’ Melisa Lidia Aguilar Tintaya Cohana empleando aguas residuales como
medio de cultivo a nivel experimental.
18:05 - 18:25 YIRS Control biotecnolégico del mildiu de la quinua

Rocio Scarleth Méndez Aguayo

187



VIl Reuniéon Nacional de Biotecnologia REDBIO — Bolivia

Julio, 2022
Moderadores
Viernes 29 de julio del 2022 Sala de Zoom 1 Jorge A. N. Quezada Portugal Por la mafiana
Ingrid Morales Benavent Por la mafiana
Ingrid Ximena Reyes Colque Por la tarde

AREA BIOTECNOLOGIA VEGETAL Y AGROPECUARIA SALA DE ZOOM 1

HORA NOMBRE TEMA
IS I Biotecnologia  como una  necesidad
HEIESHLY LS AN D T e idemiolog fa genética como un ejemplo ¢
Universidad Franz Tamayo P glag jemp
(GO EEEIE MEElETE] Ganado Criollo Boliviano: Diversidad genética
9:00 — 9:45 Gabriela Bottani Claros estructura de la oblacic')n. 9 y
Universidad Mayor de San Simén P
Conferencia Magistral An_al_|5|s CI’ItICIO y p:opuesta soblr.e' cambios vy
Sergio Daniel Moreira Ascarrunz a(_jlcmnes_ all IMEsEEe  EoEne SOb.r?
9:45 —10:30 . ; e L Bioseguridad (DS24676) para tener un Comité
Universidad Catdlica Boliviana - . . ; P
Santa Cruz NaC|_onaI Qe Segurlda_d de la Biotecnologia en
funcionamiento: una mirada al futuro
Coierarle e el Biotecnologia agricola en Bolivia: avances y retos
10:30 — 11:15 Maria Mercedes Roca re ulatoriog 9 ’ y
BioScience Think Tank 9
Conferencia Magistral Mejoramiento genético y biotecnologia como una
11:15 — 12:00 Marin Condori Mamani herramienta basica para la seguridad alimentaria
: ‘ Universidad Auténoma Gabriel Rene del pais: Estudio de zonificacion para el uso de
Moreno maiz genéticamente modificado en Bolivia
Conferencia Magistral La estrategia universitaria para impulsar el cultivo
12:00 — 12:45 Gino Aguirre del banano y el platano en las zonas bajas de
Universidad Mayor de San Simén Bolivia
ALMUERZO
Conferencia Magistral Generaciéon de vectores para la caracterizacién
14:00 — 14:45 Jorge Quezada funcional de genes mediante alteracién de su
Universidad Mayor de San Andrés  expresion génica
) . Evaluacion molecular de genes de resistencia a la
14: 45 — Expositora . ) : .
: , . . antracnosis en seis ecotipos y una variedad de
15:05 Noemi Nancy Aguilar Vasquez -
Expositora Cultivo in vitro de Fusarium sp. para la inoculaciéon
15:05 - 15:25 P . y seleccion de tolerancia en 84 familias de maiz
Ligia Marcia Céspedes Polo . : .
de la variedad Pairumani Choclero 2
Expositora Efecto de estrés salino (NACL) e hidrico (PEG
15:25 — 15:45 POSIK . 6000) en la germinacién de tres variedades de
Carla Lineth Quispe Calle : . .
Chenopodium quinoa Willd.
Conferencia Magistral
Elizabeth Hodson
15:45 - 16:30 Profesora emeérita Pontificia Bioeconomia circular y ODS
Universidad Javeriana (Bogota,
Colombia)
16:30- 17:00 Clausura Conclusiones de la VIl Reunién Jorge Quezada
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Palabras de circunstancia: Cnl. José Pedro
lllanes Rivero, Director Académico EMI — La Paz
Palabras de clausura: Maria Eugenia Garcia
Moreno Vicerrectora de la Universidad Mayor de
San Andrés

17:00 - 19:00 Reunion REDBIO Bolivia
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Viernes 29 de julio del 2022 Sala de Zoom 2

Jerry Luis Solis Valdivia
Lucia Elena Alvarado Arnez

Julio, 2022

Moderadores

Por la mafiana
Por la tarde

AREA BIOTECNOLOGIA MICROBIANA E INDUSTRIAL SALA DE ZOOM 2

HORA NOMBRE TEMA
Conferencia Magistral . . o
8:15-9:00 Erick Ferrufino Ei[rr?etrengelgfacién a2 Rl y
Universidad Mayor de San Simén
Conferencia Magistral
Aoz W1 St La salud vegetal mediada or los
9:00 — 9:45 Corporacion Colombiana de . : getal. P
N microorganismos benéficos
Investigacion
Agropecuaria AGROSAVIA
Conferencia Magistral Mecanismos microbiol6égicos para mitigar
9:45-10:30 Noel Ortufio efectos de la actividad agricola ante el cambio
Universidad Mayor de San Simén climético
10:30 — 1050 Expositora Trichoderma spp. como inductor de resistencias
’ ' Ruth Olga Cabrera Truijillo sistémicas a nematodos en cultivo de papa
ExpOositor Fitorremediacion de suelos contaminados por
10:50 — 11:10 POS L cadmio y plomo mediante plantas florales
Christian Estivariz Lopez .
plantadas en terrenos agricolas
Caracterizacion de la diversidad estructural de
. . Expositora las comunidades microbianas rizosfericas
11:10-11:30 . . . . .
Noemi Nancy Aguilar Vasquez asociadas a los cultivos de cobertura avena y
centeno inoculados con dos PGPR
11:30 — 11-50 Expositor Propiedades sensoriales, fisicoquimicas vy
‘ ' José Alberto Limpias Hurtado antioxidantes del piton (Talisia esculenta Radlk.)
. Estudios preliminares de propiedades
. . Expositora . .
11:50 - 12:10 . . sensoriales y antioxidantes del pacay (Inga
Paula Agustina Flores Rodriguez . Sy A
edulis) en bosques semideciduos chiquitanos
. . Expositora ARSEMAFORO: Disefio de un biosensor para la
12:10-12:30 . s L.
Andrea Tambo deteccién de arsénico en agua de consumo
ALMUERZO
Conferencia Magistral
. . Doris Zufiga Davila Importancia de los microorganismos en la
14:00 — 14:45 . - . . . . .
Universidad Nacional Agraria La agricultura y produccion de inoculantes
Molina — Peru
14: 45 — Expositora Evaluacién de medios de cultivo y sustratos para
15:05 Elva Fatima Rojas la produccidn de in6culo de hongos comestibles
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Distribuciéon Genotipica del VPH de Alto Riesgo

15:05 - 15:25 i)rig(r)esgol\ﬁria Torrico Ferrufino en Mujeres con Lesiones Preneoplasicas y
Cancerosas en Cochabamba
15:25 — 15:45 Exposn_ora Programa de Ingenieria en Biotecnologia UMSS
Mary Hidalgo
Conferencia Magistral
Elizabeth Hodson
15:45 - 16:30 Profesora emérita Pontificia Bioeconomia circular y ODS
Universidad Javeriana (Bogota,
Colombia)
Conclusiones de la VIl Reunidn Jorge
Quezada
Palabras de circunstancia: Cnl. José Pedro
16:30- 17:00 Clausura lllanes Rivero, Director Académico EMI — La Paz
Palabras de clausura: Maria Eugenia Garcia
Moreno Vicerrectora de la Universidad Mayor de
San Andrés
17:00 - 19:00 Reunién REDBIO Bolivia
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