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Editorial

A mas de 30 anos de esfuerzos editoriales en el areca de Investigacion Cientifica de la Universidad
Autéonoma de Guerrero, se hace necesario hacer una resumen y a la vez, un analisis de los esfuerzos realizados
desde la entonces Coordinacion de Investigacion Cientifica, para la creacion e institucionalizacion de una revista
de divulgacion del conocimiento generada al interior de la Universidad Auténoma de Guerrero.

La Revista Ciencia marc6 el inicio de este esfuerzo en 1990. Promovida por el entonces Coordinador de
Investigacion Cientifica, el Dr. Jesus Samper Ahumada (+), la Revista Ciencia, como todo comienzo, indico el
rumbo a seguir y sobre todo, mostro los obstaculos a los que un proyecto de este tipo se enfrentaba. La carencia de
un presupuesto institucional, la falla en el control de revisiones del producto final (la Fe de Erratas de esa revista
era casi del tamafio de la misma), la nula distribucion al interior y al exterior de la Universidad y sobre todo, la
falta de una cultura de publicaciones formales en la comunidad académica de nuestra Universidad, fueron los
principales obstaculos a los que se enfrent6 este proyecto. Si a esto agregamos que, debido a problemas legales
con los editores de la original Revista Ciencia publicada por la Academia Mexicana de Ciencias (AMC), se
reformulo y replante6 tanto el formato de la revista, como la formalizacion de la misma mediante la constitucion
de un Comité Editorial de Investigacion, dando origen a la Revista de la Investigacion Cientifica (Marzo de 1991
a Diciembre de 1994), publicacion que tom¢ el lugar de la Revista Ciencia.

La Revista de la Investigacion Cientifica fue la primera revista de éste tipo que se disefio al interior de la
Universidad Autonoma de Guerrero, teniendo como resultado una supervision mas directa por parte de la
comunidad académica sobre el contenido publicado. Desafortunadamente, la falta de un presupuesto institucional
para su publicacion en papel, ocasiond que la publicacién no tuviera la continuidad necesaria para instituir un
esfuerzo de éste tipo, lo que tuvo como consecuencia que se dejara de publicar después de algunos niimeros.

Es en el afio 2003 en donde se trata de retomar este esfuerzo, ahora con el nombre de Revista de
Investigacion Cientifica CIENCIA. Otra vez, fue la falta de un presupuesto institucional la que termind con este
proyecto, pero a la vez, permitié explorar otras opciones. Es en este periodo en donde se publica la Revista
Electronica de Divulgacion Cientifica, Tecnologica y Humanistica Tenocelome y posteriormente, el Boletin
Electronico A Ciencia Cierta. Estas publicaciones se entregaban mediante correo electrénico, ya que nunca se
pudo formalizar el hospedaje en los servidores institucionales. El contenido estaba enfocado a la difusion
cientifica y tuvieron una continuidad bimestral, publicandose de forma constante hasta el 2009.

Tlamati Sabiduria es el Gltimo esfuerzo que continua con esta gesta. Publicada en papel desde 2009, su
publicacion ha sido intermitente pero hasta la fecha, casi constante. Sin un presupuesto formal e institucionalizado
para su publicacién en papel, y en una época en donde las publicaciones cientificas deben responder a estrictas
evaluaciones externas y cumplir con estandares académicos bien definidos, es que tomamos el reto de publicar
Tlamati Sabiduria en formato electronico.

Siendo ahora una publicacion de la Direccion General de Posgrado e Investigacion de la Universidad
Autonoma de Guerrero, con un Comité Editorial conformado por reconocidas personalidades académicas de nivel
internacional y con la formalizacion de un Comité Académico de Editores Evaluadores conformado por expertos
reconocidos en su particular area de conocimiento, estamos publicando no solo a autores internos, sino que
estamos promoviendo la publicacion de autores externos a la UAGro, cumpliendo con los requisitos para que en
un futuro préximo, sea considerada y evaluada para convertirse en una publicacion indexada internacionalmente.
Bajo este contexto, presentamos Tlamati Sabiduria 5.2.

A todos quienes en su momento han apoyado y revivido el esfuerzo para publicar una revista de difusion
cientifica al interior de la Universidad Autonoma de Guerrero, hacemos un reconocimiento a 23 afios de esfuerzo,
tenacidad, obstinacion y sobre todo, de nuevas propuestas enfocadas en enriquecer este proyecto académico,
mismo que esperamos cumpla con la funciéon de impulsar la divulgacion del conocimiento, tanto al interior como
al exterior de la Universidad Auténoma de Guerrero.

Dr. Juan Baltazar Cruz Ramirez
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Efecto de la contaminacion en suelo por pilas domésticas desechadas sobre el
desarrollo de Phaseolus vulgaris, parte 1: Estudio exploratorio
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Resumen

Estudios previos han demostrado que las pilas domésticas desechadas presentan algunas caracteristicas CRETIB
(Corrosivo, Reactivo, Explosivo, Téxico, Inflamable y Biologico-Infeccioso) por lo cual generan contaminacién am-
biental y riesgos a la salud. Las pilas al estar en contacto con el suelo se corroen en sus carcazas, liberando contaminan-
tes en el suelo, afectando el crecimiento y calidad de las plantas. En este trabajo se reporta un estudio visual y estadisti-
co de los resultados obtenidos a partir de un disefio experimental desarrollado sobre los efectos que tienen los compo-
nentes toxicos de las pilas domésticas “AA” con electrolito acido (T) y alcalino (D) en cultivos de frijol Phaseolus vul-
garis (aspecto de la planta y altura de tallos). El disefio experimental consistidé en someter las plantas a tres grados de
exposicion de contaminacion por pilas domesticas con tres replicas por exposicion. Los resultados ponen en evidencia
estadistica, las diferencias de altura de tallos en los cultivos al 95% de confiabilidad, principalmente en las muestras
contaminadas con pilas alcalinas mientras en las pilas contaminadas con pilas acidas, los efectos varian desde no signi-
ficativos hasta devastadores en funcion del nivel de exposicion a la contaminacion.

Palabras Clave: Pilas, Cultivos, Phaseolus vulgaris

Abstract

Previous studies have shown that discarded batteries have some characteristics which generate environmental pollu-
tion and health hazards. At the time that these stacks of discarded batteries stay in contact with soil, a process of corro-
sion starts, releasing its contaminants within soil and affecting growth and quality of plants. In this study, a visual and
statistical analysis from results obtained by an experimental design about effects of toxic components of domestic bat-
teries "AA" with acid electrolyte (T) and alkaline electrolyte (D) developed in harvested beans show that exposure of
household batteries affects appearance and stem height of the plant . Experimental design consisted in exposing plants
to three degrees of contamination by exposure with discarded domestic batteries with three replicates. Results show
statistical evidence related with differences in stem height in crops with 95 % reliability. These differences are showed
mainly in samples contaminated with alkaline batteries. Effects on samples contaminated with acid batteries vary from
insignificant to devastating depending on the level of exposure to pollution.

Keywords: Cell, Crops, Phaseolus vulgaris

Como citar el articulo:

Bautista-Rodriguez, C. M., Pérez-Zempoaltecatl, A. y Cruz-Gonzalez, D. (2014). Efecto de la contaminacion en
suelo por pilas domésticas desechadas sobre el desarrollo de Phaseolus vulgaris, parte 1: Estudio exploratorio.
Tlamati, 5(2), 5-17.
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Introduccion

El desarrollo tecnologico ha generado una gran varie-
dad de dispositivos eléctricos y electronicos para satisfacer
servicios portatiles y estacionarios. En consecuencia, se
han desarrollado tecnologias que dependen de sistemas de
almacenamiento de energia portatil basados en procesos
electroquimicos con capacidad de convertir energia quimi-
ca directamente a energia eléctrica como son las pilas do-
mesticas (Olvera Kadel y Saucedo Solorio, 2009).

Una pila es una unidad electroquimica contenida en
carcasa metalica con dos terminales que representan un
polo positivo y uno negativo, también conocidos como
electrodos (catodo y anodo) y el medio de conduccion in-
terna llamado electrolito que puede ser de naturaleza acida
o alcalina (Bautista Rodriguez, Campos Pérez, Galicia
Pineda, Rivera Marquez, Guevara Garcia, Montiel Corona
y Castillo Velazquez, 2007; Castro Diaz y Diaz Arias, M.,
2004; Gaytan, Tapia, Bautista Rodriguez, Tapia, Gaytan,
Rivera y Torres, 2009; Basurto Gonzalez, 2006). El fun-
cionamiento de una pila se desarrolla a partir de una reac-
cion de oxido-reduccion. Esta reaccion resulta de dos reac-
ciones parciales (semirreacciones), donde un elemento
quimico se eleva a un estado de valencia superior
(oxidacion) mientras que otro se reduce a un estado de
valencia inferior (reduccién). El proceso de oOxido-
reduccion implica la transferencia de electrones del ele-
mento que se oxida al elemento que se reduce. Cada una de
las semirreacciones se llevan a cabo de manera indepen-
diente en los electrodos de la pila y el medio que posibilita
el transporte interno de carga eléctrica entre el catodo y
anodo es el electrolito (Bautista et al., 2007; Camacho
Aguilar, 2006). Cuando la energia de la pila se agota, esta
es desechada no so6lo en la basura doméstica, frecuente-
mente se desecha en jardines, suelo, drenaje, etc., todos
estos considerados como lugares inapropiados por las ca-
racteristicas CRETIB de estos dispositivos. Ese acto que
pareciera inofensivo representa un serio problema, pues las
pilas contienen sustancias de elevada toxicidad. Las pilas,
al ser desechadas y estar en contacto con el suelo y la hu-
medad degradan su envoltura primaria, lo que provoca
dafios consecutivos a la carcasa y por consiguiente la libe-
racion de sus componentes toxicos al suelo circundante y/o
a los cuerpos de agua superficiales o subterraneos por lixi-
viacion (Galicia Pineda, 2007; Pricto Méndez, Gonzalez
Ramirez, Roméan Gutiérrez, Prieto Garcia, 2009). El pro-
blema de las pilas domésticas como residuos es su consti-
tucion a base de metales pesados (como Cinc, Plomo, Mer-
curio, Litio, Cadmio, etc.) necesarios para su funciona-
miento (Martin y Griswold, 2009). Por lo tanto, las plantas
que se desarrollan en suelos contaminados son capaces de
absorber metales. Estos metales pueden ser Dbio-
acumulados en las raices, tallos, frutos y hojas, provocando
la inhibicion del crecimiento e incluso la muerte de la plan-
ta (Monu, Bala, Shweta, Anchal, Barinder y Neeraj, 2008).
Debe considerarse que los metales contaminantes se pue-
den almacenar en cantidades considerables en el tallo atin
antes de mostrar efectos visibles (Al-Suburu, Salim, Dou-

leh y Atallah, 1993).

Algunos parametros del suelo tales como pH (medida
de acidez o alcalinidad de una disolucidon), composicion
mineral y microorganismos intervienen en el grado final de
toxicidad. El pH del suelo influye significativamente en la
disponibilidad de los metales para la planta. En el caso de
la mayoria de los metales como el cadmio y el plomo, a
medida que disminuye el pH (< 7), los metales se separan
de los compuestos, se solubilizan en la tierra y tienen ma-
yor movilidad y disponibilidad para la planta. Cuando el
pH aumenta (>7), algunos metales se precipitan formando
sales, sin embargo, en el caso de cinc y niquel, cuando el
pH es basico o ligeramente alcalino (7<pH<8) se favorece
la absorcion de iones por la planta (Kiatgamjorn, Khan-
ngern y Nitta, 2004).

En las ultimas décadas se ha demostrado que la presen-
cia de metales pesados inhibe considerablemente el creci-
miento de la planta. Esto estd asociado con la deficiencia
de cinc, al uso de su energia en mecanismos necesarios
para adaptarse a las altas concentraciones de metales en sus
tejidos y ademas se puede relacionar con un efecto en la
fotosintesis a nivel estructural y metabolico. Los metales
pesados pueden ser absorbidos por las plantas dependiendo
de su disponibilidad en el suelo y de los mecanismos de
selectividad propios de cada especie, variedad o genotipo
(Ludas Vifiuela, 2008).

Por otra parte, el uso de agua residuales en la agricultu-
ra reporta una tendencia creciente en las concentraciones
de metales en los suelos, las cantidades de metal que se
extraen y se miden en estos suelos se han asociado positi-
vamente con el tiempo de uso de agua residual; mostrando
una mayor tasa anual de acumulacion de Niquel (Ni) y
Plomo (Pb) (Benavides, 2000; Vassilev, Koleva, Berova y
Stoeva, 2007).

Un cultivo de interés econoémico es el P. vulgaris, el
cual es de gran importancia en la cadena alimentaria en
Meéxico. Nuestro pais se coloca en el quinto lugar de paises
productores de esta leguminosa (Borja y Garcia, 2008;
Norma Mexicana Fabaceas-Frijol 038-SCFI-2002, 2011).
En el periodo del afio 2000 a 2010, México tuvo un rendi-
miento promedio inferior al promedio mundial, obteniendo
0.8 toneladas por hectarea de terreno. Asi también, nuestro
pais se ubica en el tercer lugar de paises consumidores y
también tiene un consumo per capita de 11 kg. en prome-
dio anual. Cabe mencionar que México exporta en prome-
dio 14, 684 Ton/ano, representando solo un 0.5 % del pro-
ducto total exportado a nivel mundial, sin embargo, Méxi-
co se coloca en el séptimo lugar de paises importadores, es
decir, se consume mas de lo que se produce (Secretaria de
Economia, 2012). La contaminacién en el suelo y en con-
secuencia de cultivos como el frijol, representa también un
problema de economia nacional debido a la disminucion de
las exportaciones por la baja calidad del producto.

A nivel internacional, existen leyes que establecen la
gestion de las pilas de desecho y sus niveles maximos de
concentracion de metales pesados, con la finalidad de redu-
cir al minimo su peligrosidad y de evitar la eliminacion de
las pilas, acumuladores y baterias usados en el flujo de
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Tabla 1

Codigo para el Disefio Experimental Aplicado

T1El T2El T3El BI1E1 B2El B3El DIEI D2EI D3El
T1E2 T2E2 T3E2 B1E2 B2E2 B3E2 DI1E2 D2E2 D3E2
TIE3 T2E3 T3E3 B1E3 B2E3 B3E3 DIE3 D2E3 D3E3

residuos solidos urbanos no seleccionados (RIS Interna-
tional, 2007; Secretaria de Ambiente y Desarrollo Susten-
table, 2006; Consejo Nacional de Medio Ambiente, 2008).
Las regulaciones internacionales se han enfocado a esta-
blecer limites al contenido de metales en las pilas. En Mé-
xico, no existe actualmente una legislacion ambiental que
determine el uso adecuado de pilas como desecho. En el
afio 2006 se propuso a nivel federal un proyecto de norma
que establece especificaciones para la clasificacion e iden-
tificacion de pilas y baterias para el manejo ambiental-
mente adecuado de estas, cuando sean desechadas, en
donde se indica los limites maximos permisibles para el
contenido de mercurio y cadmio (Proyecto de Norma Me-
xicana AA-104-SCFI, 2006). Este proyecto ha sufrido
modificaciones, pero a la fecha continua en proceso de
revision y aprobacidn, por lo que es necesaria la aplica-
cion de diversos estudios para poder impulsar el desarro-
llo de ese proyecto para convertirse en una ley semejante
a la europea y/o brasilena (Bautista et al. 2009; Gaytan et
al., 2009; Marolia, 2007). Por otra parte, México requiere
también una normatividad para regular la concentracion
de metales pesados en las leguminosas (alimentos en ge-
neral) de importacion, con el propdsito de reducir impac-
tos en salud publica.

Figura 1. Siembra de pilas desechadas con carcaza cerrada

El presente trabajo reporta los resultados estadisticos
obtenidos a partir de un disefio experimental 2°
(Montgomery y Runger, 1996), aplicando inferencia esta-
distica para identificar diferencias significativas al 95% de
confiabilidad entre las muestras testigo versus las muestras
con pilas acidas o alcalinas a 3 niveles de exposicion a la
contaminacion. Se presentan simultdneamente a los resul-
tados, imagenes comparativas con el propdsito de verificar
cualitativamente los resultados estadisticos. Es importante
mencionar la carencia de estudios de esta naturaleza en la
bibliografia, encontrando solo disponible estudios sobre el
efecto de aguas de riego contaminadas con metales pesa-
dos de caracter industrial sobre cultivos de interés econo-
mico. Por lo cual, los autores proponen el presente estudio
con alcances exploratorios en su primera etapa.

Metodologia

El desarrollo experimental se realiz6 en un invernadero
ubicado dentro del jardin botanico de la Benemérita Uni-
versidad Auténoma de Puebla (BUAP), se inici6 con la
delimitacion del terreno y la preparacion de la tierra, se
combind tierra de hojas con suelo que se encontraba en el
jardin botanico en una proporcion 1:1; posteriormente se
llevo a cabo el llenado de las macetas y la siembra de las
semillas donde se utilizd la misma cantidad y calidad de
agua como riego (Vidales Olivo, A., 2000) y suelo para
cada una. Se realizo el Disefio Experimental 2°, (DE2%)
para el cual fueron considerados los siguientes factores:
pH de la pila desechada y nivel de exposicion; mientras
que para cada factor se consideraron tres niveles: 1) Acido,
2) Alcalino y 3) Control o Blanco para el factor pH; mien-
tras que para el nivel de exposicion se determinaron nive-
les como: 1) Pilas cerradas, 2) Pilas abiertas parcialmente
y 3) Pilas despedazadas. EL DE2°, comprende tres repeti-
ciones para cada muestra (véase tabla 1). Los cultivos Tes-
tigo o Control fueron codificados con la letra B, las mues-
tras acidas utilizaron la letra T y las alcalinas la letra D,
todas seguidas de un niimero que indica la secuencia de
réplica, indicando la letra E el nivel de exposicion en el
que se encuentran. Asi por ejemplo, el codigo T2E3 co-
rresponde a la segunda repeticion para la muestra acida en
el tercer nivel de exposicion. El Disefio Experimental apli-
cado se representa codificado en la tabla 1.

Las pilas de desecho que se utilizaron como contami-
nantes (dos pilas por maceta), se sembraron en los cultivos
en tres formas distintas y representan el grado de exposi-
cion: Exposicion 1: Pila completa con carcasa cerrada
(véase figura 1). Exposicion 2: Pila completa con carcasa
abierta en mal estado fisico (véase figura 2a). Exposicion
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Figura 2. Siembra de pilas. a) Exposicion 2 de pila acida y b) exposicion 3 de pila alcalina

3: Pila despedazada y dispersada (véase figura 2b).

Los cultivos se regaron cada tres dias utilizando agua
de mesa marca Junghans (150 ml en las 4 primeras sema-
nas y 300 ml hasta el final del experimento) catalogada
como de excelente calidad (Vidales, 2000), al no encontrar
microorganismos (coliformes, microorganismos mesofili-
cos y estreptococos) presentes en el agua y por su bajo
contenido de sales. Dichas caracteristicas son benéficas en
el estudio para evitar una posible interferencia en los resul-
tados de la experimentacion; de la misma forma se toma-
ron medidas de las dimensiones de cada cultivo tomando
en cuenta los siguientes aspectos: largo del tallo, largo y
ancho de las hojas, asi como el andlisis del aspecto de las
plantas de acuerdo al grado de exposicion en funcion del
tiempo. Todas las mediciones iniciaron alrededor de las 10

AM para evitar alteraciones importantes debido al estado
de los cultivos a lo largo del dia.

Los métodos y técnicas estadisticas para el estudio fue-
ron: inferencia estadistica y la prueba de hipdtesis
(Montgomery y Runger, 1996) a un nivel de significancia
del 95% (Spiegel y Stephens, 2002).

Resultados

Se registra de forma general el crecimiento de los tallos
de todas las muestras en estudio durante los primeros 38
dias del experimento (véase figura 3). El tiempo experi-
mental total fue superior a los 60 dias, sin embargo, por
razones higiénicas locales en el campus, el registro de me-
diciones solo fue confiable para todas las muestras hasta el

Crecimiento del tallo en funcién del tiempo
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Figura 4. Comportamiento de crecimiento en testigos

dia 38. La grafica muestra una variabilidad notable entre
las alturas de los tallos de los cultivos por efecto probable
de los tratamientos del experimento. Las curvas muestran
en general 3 cambios de pendientes significativos y atri-
buibles a diferentes etapas en el desarrollo de los cultivos,
siendo caracteristicos del tipo de cultivo y su genoma. La
disminucion en altura observada en los dias 7 y 21 se atri-
buyen a una caida natural de las puntas de los cultivos.
Estos eventos parecen limitar cambios en el ciclo de vida
de los cultivos, manifestandose también en un cambio en
la pendiente de las curvas de crecimiento.

El proposito de un estudio detallado ha requerido la
agrupacion de mediciones clasificadas en 3 periodos cro-
nologicos consecutivos y delimitados por el cambio de
pendiente en las curvas de crecimiento. El primer periodo
corresponde a los datos entre los dias 1 al 10 donde se ob-
serva un crecimiento acelerado. El segundo periodo del dia

Grllom de caga de LT TG LT D G2

LA §

AR Wy e

Figura 5. Comparacion de IC entre G1 y G2

10 al 21 muestra una reduccion significativa o nula en su
indice de crecimiento, atribuible a la preparacion del culti-
vo a la reproduccion, siendo en este periodo donde apare-
cieron las primeras vainas de producto. El tercer periodo
del dia 3 al dia 38 presenta un crecimiento menor al primer
periodo con el visible incremento y desarrollo de las vai-
nas de fruto, siendo la reproduccion la causa mas probable
de la reduccion el crecimiento del cultivo. En estas etapas
de crecimiento se puede observar cambios en la tendencia
de las curvas mostradas en la figura 3, la cual corresponde
a las plantas testigo. Es importante tomar en cuenta estos
cambios, debido a que la pendiente de la recta se puede
interpretar como la velocidad o indice de crecimiento (IC)
de la planta; de esta manera es posible determinar y discu-
tir resultados concretos. En el dia 7 se aprecia una caida
significativa en la altura del tallo de las plantas. Esto se
debe a la caida natural de la punta del cultivo, repitiéndose
esta observacion en los dias 19 y 38, coincidiendo con los
limites de los periodos propuestos.

El uso de cultivos testigo (véase figura 4) permite la
comparacion con los cultivos expuestos a contaminacion
por pilas; se realizaron tres repeticiones o replicas y se
observd que uno de los cultivos se comportaba diferente,
este comportamiento no es singular, mostrandose repetiti-
vo en todos los casos de estudio; bajo esta observacion se
conform¢ el grupo 1 (G1) con los dos cultivos de compor-
tamiento similar y el grupo 2 (G2) con el tercer cultivo de
comportamiento diferente. El diagrama de caja muestra la
comparacion entre los IC de los cultivos testigo (véase
figura 5). Asi se demostrd estadisticamente la diferencia en
el IC entre el G1, observando significativamente una ma-
yor velocidad en el crecimiento de los tallos en compara-
cion con el G2. El valor P de 0.003, resultado de la compa-
racion de grupos (inferencia estadistica) indica que las
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Figura 6. Crecimiento del tallo en funcion del tiempo de: a) Cultivos
contaminados por pilas T y b) Cultivos contaminados por pilas D.
Cada una con sus respectivas replicas

medias entre estos valores IC son diferentes. Esta diferen-
cia de comportamientos en el crecimiento de los cultivos
de frijol no es singular en la naturaleza. En los seres huma-
nos, por ejemplo, tanto la altura, el tiempo y forma de cre-
cimiento varia entre las personas de acuerdo a diversos
factores como la raza o el género. Por ejemplo, las mujeres
tienden a crecer por etapas, una etapa de crecimiento y una
etapa de estabilidad alternadas; los hombres tiene un creci-
miento lento pero constante. El aumento de peso y talla
también es diferente entre niflos y nifas, las nifias crecen
mas rapido pero los nifios alcanzan mayor peso y talla
(Valenzuela, Luengas y Marquet, 1993). Igual que los hu-
manos, las plantas son seres vivos y su proceso de desarro-
llo es distinto de acuerdo a caracteristicas propias de la
semilla como la madurez, el equilibrio hormonal, la capa-
cidad de germinar y la sexualidad de la semilla
(Universidad Politécnica de Valencia [UPV], 2011; Uni-
versidad Autonoma de Madrid [UAM], 2011; Genomasur,
2011).

Exposicion 1

En esta exposicion, los metales pesados se almacenan

en el interior de las pilas cerradas. Se muestran cultivos de
frijol expuestos a pilas T y D respectivamente en condicio-
nes de carcaza completamente cerrada (véanse figuras 6a y
6b). Notese que el tamafio de los tallos de los cultivos con-
taminados por pilas (T o D) presentan una altura promedio
superior al cultivo testigo al final del experimento.

Las curvas de crecimiento (véase figura 6a) no mues-
tran aparentemente, diferencias significativas con las
muestras testigo (véase figura 4), en sus dos primeros pe-
riodos de estudio. Solo el tercer periodo observa como
diferencia un crecimiento mayor en comparacion con el
mismo periodo (véase figura 4). Adicionalmente, se obser-
va un crecimiento lento en las muestras (véase figura 6b)
durante el primer periodo de estudio, sin embargo, en el
tercer periodo experimental se observa un incremento en el
IC importante de tal forma que al dia 38, el crecimiento
total es superior a las muestras testigo (véase figura 4).

Las pilas que se utilizaron en este trabajo, a pesar de
que son de desecho, son capaces de producir energia y de
acuerdo con la posicion en que fueron ubicadas es posible
la formacién de un sistema electroquimico complejo, sobre
todo si se considera que se encuentran circundados por

10
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Figura 7. Comparacion de IC por grupos: a) T, b) Testigo y ¢) D

tierra inundada bajo riego constante. Este campo electro-
quimico generaria una movilidad de iones capaz de afectar
la absorcion natural de micronutrientes metalicos por las
raices de los cultivos. Por consiguiente, la diferencia entre
las curvas de crecimiento (véase figura 6) se puede atribuir
a la naturaleza y el voltaje de las pilas D (alcalina con car-
caza metalica) y T (4cida con carcaza de carton).
Kiatgamjorn et al (2004) demostraron que los cultivos de
soya presentaban diferente desarrollo al estar sometidos
durante cinco dias a campos eléctricos con una intensidad
de 10 y 25 kV/m, observandose un mayor desarrollo a la

Figura 8. Imagen de la Exposicion 1 correspondiente al dia
39

mayor intensidad (Clijsters
Kiatgamjorn et al., 2004).

Se presenta una comparacion de los IC (cm/dia) para
las muestras del nivel de exposicion 1 y puede observarse
una diferencia de comportamiento entre grupos (G1 y G2),
asi como la diferencia entre el efecto de pilas acidas y al-
calinas respectivamente (a y ¢ vs b) (véase figura 7). En la
contaminacion acida (véase figura 10a), el grupo 2 (curva
azul) muestra cambios significativos en su IC para los 3
periodos (véase figura 9a), mientras que en la contamina-
cion alcalina (véase figura 10c), se observa un efecto in-
verso en el IC de los grupos. Esto es; en G1 se incrementa
significativamente mientras en G2 se reduce el IC e los
cultivos. Por otra parte, se muestran los valores P del estu-
dio comparativo de grupos por inferencia estadistica para
este nivel de exposicion a la contaminacion, teniendo co-
mo referencia los valores testigo, donde solo el valor P del
G1 vs B, indica que al 95% de confiabilidad que el IC de
la muestra TEIG1 no es diferente con la muestra testigo
(véase tabla 2). En todos los demas casos, existe diferencia
significativa y atribuible a la diferencia de tratamientos a
este nivel de exposicion a la contaminacion de suelo con
pilas acidas o alcalinas.

De izquierda a derecha se muestra una imagen compa-
rativa de los cultivos: pila acida, testigo y pila alcalina
(véase figura 8). Las caracteristicas de las hojas en la
muestra testigo son abundantes con mejor aspecto y de
mayor volumen, esto confunde la diferencia en la longitud
de altura en los tallos al compararlas. Las curvas de creci-
miento muestran a la muestra con pilas acidas (véase figu-

y Van Assche, 1985;

11
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Figura 9. Crecimiento del tallo en funcion del tiempo de: a) Cultivos con-
taminados por pilas T y b) Cultivos contaminados por pilas D. Cada una
con sus respectivas replicas

Se muestra el crecimiento de tallos en cultivos de frijol
expuestos a pilas T y D respectivamente en condiciones
de carcaza parcialmente abierta (corte longitudinal). Note
que el tamafio de los tallos (al dia 38) de los cultivos con-
Exposicion 2 taminados por pilas acidas presentan una altura promedio

superior

ra 8a) como el cultivo con mayor altura de tallo. Por volu-
men, la muestra testigo (véase figura 8b) muestra mejor
aspecto en general.

Tabla 2

Inferencia Estadistica Comparativa entre IC para tratamientos del DE2* por Grupos de la E1

Valor P
Fuente
Primer periodo Segundo periodo Tercer periodo
pH 0.916 0.061 0.02
Exposicion 0.441 0.092 0.307
Interaccion 0 0.374 0.094

12
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Figura 10. Comparacion de IC por grupos: a) T, b) Testigo y ¢) D

al cultivo testigo. Por el contrario, en las muestras con pi-
las alcalinas, la altura de tallo es sensiblemente menor en
comparacion con las muestras control (véase figura 9). Por
otra parte, las muestras contaminadas con pilas T observan
un crecimiento casi lineal en comparacion con los testigos
(véase figura 6), mientras que la contaminacion alcalina
presenta comportamientos de crecimiento en tallos simila-
res a el control en sus dos primeros periodos. En el tercero
de ellos, el crecimiento de los tallos se nota sensiblemente
disminuido en comparacion con el control. En ambas figu-
ras, las curvas en color rojo manifiestan comportamientos
diferentes, marcando la diferencia de grupos.

En este caso, el efecto de la contaminacion por metales
pesados se debe a que la pila se encuentra abierta (sin car-
casa), asi como a la solubilidad de los metales pesados en
la tierra y su absorcion por los cultivos a través de sus rai-
ces. Por otra parte, la naturaleza acida o alcalina de las
pilas afecta el pH natural del suelo implicando efectos im-

Tabla 3

Inferencia Estadistica Comparativa entre IC para trata-
mientos del DE2® por Grupos de la E2.

Valor P
Periodo Grupo 1 Grupo 2
T D T D
0.411 0.603 0.000 0.000
0.483 0.097 0.000 0.000
3 0.002 0.002 0.000 0.000

portantes en el crecimiento y desarrollo de los cultivos de
frijol. Es importante sefalar que algunos iones de metales
pesados como el Fe, Cu, Mn y Zn no pueden ser absorbi-
dos directamente por las plantas. La forma en que ingresan
a estas es por medio de quelatos (sustancias que forman
complejos con iones de metales pesados). La formacion de
quelatos usualmente se lleva a cabo en un pH entre 6 y 9;
bajo estas condiciones la solubilidad de algunos iones me-
talicos aumenta o disminuye en funcion del pH final
(Benavides, 2000). En los ultimos dias del periodo 2, se
observa que el crecimiento de la planta es mayor para los
cultivos contaminados con pilas alcalinas, este comporta-
miento se puede describir como sigue:

Robinson, Procter, Connolly y Guerinot, (1999), aisla-
ron un gen llamado FRO2 que se expresa en raices de Ara-
bidopsis Thaliana en condiciones de deficiencia de Fe.
Dicho gen FRO2 parece corresponder a una reductasa de
Fe-quelato, y de acuerdo a los autores el aislamiento de
FRO2 tiene implicaciones para la generacion de cultivos
con mayor cantidad nutricional y mejor crecimiento en
suelos con bajo nivel de Fe disponible (Benavides, 2000;
Robinson et al, 1999). Bajo este escenario, suponemos que
en este medio alcalino, los iones de metales como el hie-
rro, han desarrollado cierto tipo de genes o agentes quelan-
tes que benefician la velocidad del crecimiento del tallo.

Como la pila estd completa pero a carcasa abierta, es
posible que la difusion de sus componentes activos sea
moderada. En el caso de los cultivos expuestos a pilas T es
probable que el pH del suelo sea 4cido por lo cual la for-
macion de quelatos es menor y como consecuencia la solu-

13
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Figura 11. Imagen de la Exposicion 2 correspondiente al

bilidad y transporte de los iones metélicos al interior de la
planta es poca; sin embargo, para los cultivos expuestos a
pilas D es probable que el pH del suelo oscile entre 6 y 9
(note que la pila es alcalina y tiene componentes activos
como Zn y Mn), bajo estas condiciones, la formacion de
quelatos es ideal ya que estos transportaran iones metalicos
-en gran cantidad- al interior de la planta, afectando de
manera importante el crecimiento de la misma durante los
2 primeros periodos del estudio. Sin embargo, es probable
que durante el tercer periodo, el constante riego desplace la
alcalinidad y con ello la estimulaciéon a la formacion de
quelatos y la concentracion de metales en el suelo, lo que
podria explicar la diferencia en la altura de los tallos con
respecto al control.

Se presenta una comparacion de los IC para las mues-
tras del nivel de exposicion 2, donde la exposicion a pilas
acidas no presenta diferencias en los IC de ambos grupos
(véase figura 9a), sin embargo, tomando como referencias
las muestras no contaminadas, se podria considerar una
alteracion probable en las muestras expuestas a pH meno-
res en al menos uno de sus grupos (véase figura 9b). En el
caso de la contaminacion con pilas alcalinas, la diferencia
de grupos y el efecto de contaminaciéon a un pH mayor a

Tabla 4

Inferencia Estadistica Comparativa entre IC para trata-
mientos del DE2® por Grupos de la E3.

Valor P
Periodo Grupo 1 Grupo 2
T D T D
1 N/D 0.109 N/D 0.000
2 N/D 0.177 N/D 0.000
3 N/D 0.627 N/D 0.000

las muestras testigo es notable, principalmente durante el
tercer periodo en el estudio realizado (véase figura 9c¢).

Los valores P indican diferencia significativa al 95%
de confiabilidad sobre la altura del tallos de los cultivos de
Frijol entre las muestras del G2 versus las muestras testigo
del mismo grupo, mientras para el G1 la diferencia se ma-
nifiesta de manera progresiva, siendo efectiva en ambas
muestras hasta el 3er periodo experimental (véase tabla 3).
Por otra parte, se aprecia al dia 39 del experimento, una
diferencia notable en la volumetria de la muestra con pilas
T (véase figura 1la)y la muestra testigo (véase figura
11b), mientras esta diferencia puede no ser apreciada entre
la testigo y la muestra con pilas D (véanse figuras 11b y
11c).

Exposicion 3

Se muestra el crecimiento de tallos en cultivos de frijol
expuestos a pilas T y D, respectivamente en condiciones
de pila despedazada y dispersada, en donde solo una de las
tres muestras contaminadas con pilas acidas sobrevivid
(véase figura 12a). Probablemente el bajo pH alcanzado en
el medio, dafi6 de forma significativa las raices de los cul-
tivos y la concentracion de metales pesados desarrollé una
toxicologia capaz de llevar a la muerte a los cultivos.

La curva muestra la eliminacion del segundo proceso
en el ciclo de vida de la planta; aparentemente en el perio-
do de reproduccion se fusiona el primero de crecimiento
con el tercero de desarrollo (véase figura 12b). Por el con-
trario, las muestras contaminadas con pilas alcalinas
muestran un desarrollo superior en la altura de sus tallos
en comparacion con las muestras testigo al dia 38 del ex-
perimento y es particularmente notable durante los dos
primeros periodos, sin embargo, el tercer periodo contrasta
con una reduccion en su crecimiento en dos de las mues-
tras mientras en la tercera (curva roja) se desarrolla en IC
prominente.

El IC en la planta de frijol sobreviviente de las mues-
tras contaminadas con pilas T muestra un decremento pro-
minente durante todo el periodo experimental, asi el alto
nivel de toxicidad al cual fueron sometidas las muestras es
evidente (véase figura 12a). Contrariamente, el IC en las
muestras contaminadas con pilas D se observan favoreci-
das durante los dos primeros periodos de estudio y particu-
larmente en el G1, sin embargo, durante el tercer periodo
existe nuevamente un contraste entre G1 y G2; el primero
se reduce mientras en segundo se ve estimulado de forma
prominente.

Se observa como las pilas T causan problemas en el
crecimiento del tallo de la planta de frijol (cultivo de me-
nor tamafo), en esta exposicion las pilas se encuentran
despedazadas y es muy probable que exista una mayor
concentracion disponible de metales pesados y efectos
importantes en el pH del suelo (véase figura 13). El efecto
en los cultivos contaminados por pilas acidas es devasta-
dor debido muy probablemente a la absorcién de metales
pesados; con un pH 4cido los metales no requieren de me-
canismos complejos como la quelacion y pueden ingresar
a la planta como iones o formando sales. Debido a que la
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Figura 12. Crecimiento del tallo en funcion del tiempo de: a) Cultivos
contaminados por pilas T y b) Cultivos contaminados por pilas D. Ca-
da una con sus respectivas replicas

Figura 14. Imagen de la Exposicion 3 correspondiente al
dia 39

Figura 15. Imagen de la Exposicion 3 al 65° dia experi-
mental
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Figura 13. Comparacién de IC por grupos: a) T, b) Testigo y ¢) D

pila estd completamente despedazada, existe mayor dispo-
sicion de estos iones metalicos provocando efectos mas
drésticos en la planta (poca biomasa, germinacién anormal,
e inhibicién en su crecimiento por el uso de su energia en
la adaptacion a suelos contaminados). Existen otros facto-
res que influyen en la absorcion y acumulacion de metales
toxicos, como por ejemplo: la naturaleza del metal, micro-
organismos de suelo, la competencia de los metales en su
absorcion y la misma genética de la semilla. Es posible que
los metales pesados alteren los procesos metabolicos de la
planta desencadenando la inhibiciéon de crecimiento, enve-
jecimiento y muerte de las hojas o la planta. Ademas, las
pilas T son parte del mercado informal y podria contener
metales como el mercurio y cadmio, de ser asi, el mercurio
posiblemente estaria causando problemas en la germina-
cion de la planta. El hecho de que el tercer periodo haya
sido la etapa en la cual se dieron los frutos de las plantas
también puede intervenir en el estudio. Probablemente, las
hormonas presentes en el cultivo, se centren en la produc-
cion de vainas y su respuesta sea la de producir energia
para la reproduccion y el crecimiento se vea afectado por
la absorcion de metales (Romero, 2011; Curtis y Barnes,
2008). Por otra parte, las pilas D generan un efecto opuesto
en la planta, ya que sus tallos alcanzaron longitudes mayo-
res a lo normal, considerando normal el crecimiento del
cultivo testigo. Es posible que este hecho se deba al pH
ligeramente alcalino del suelo y con el hecho de que la
planta se centra en el desarrollo del fruto, se encuentre vul-
nerable a posibles cambios generados por las pilas. En este
caso, el Zinc es facilmente absorbido por la planta y éste

contribuye al desarrollo de la misma. En lo que respecta al
IC, los valores de P menores a 0.05 confirman que este
parametro fue afectado en los cultivos contaminados.

Los valores P (véase tabla 4) indican diferencia signifi-
cativa al 95% de confiabilidad sobre la altura del tallos de
los cultivos de frijol entre las muestras con pilas D del G2
versus las muestras testigo del mismo grupo, mientras que
para las muestras con pilas D del Gl1, la diferencia no es
significativa en ninguno de sus casos. La inferencia esta-
distica de grupos no fue posible para las muestras conta-
minadas con pilas T por la razon que solo una muestra
sobrevivio al efecto devastador de la contaminacion. Di-
cho efecto puede observarse en la imagen del cultivo a la
izquierda (véase figura 14), mientras una comparacion de
los cultivos al centro y derecha favorecen en altura y volu-
metria a la muestra con pilas D.

Finalmente, se observa una altura superior en la mues-
tra de cultivo de frijol contaminada con pilas alcalinas
(véase figura 15c¢) en el 65° dia experimental en compara-
cion con el testigo (véase figura 15b). Adicionalmente es
notable una anchura mayor en las hojas y aparentemente la
longitud en las hojas es también mayor en comparacion
con las muestras testigo, sin embargo, es apreciable tam-
bién un menor nimero de hojas en la muestra alcalina. Por
otra parte, es ampliamente notable el efecto nocivo por
contaminacion con pilas acidas (véase figura 15a).

Resultados y discusion

Estadisticamente es posible diferenciar los 2 grupos
genéricos existentes en los cultivos de frijol, observandose
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las diferencias en el desarrollo de sus tallos. Por otra parte,
estos grupos observan diferencias con un nivel de signifi-
cancia variable durante sus periodos de desarrollo, en fun-
cién de una contaminacion del suelo con pilas acidas o
alcalinas. El efecto de una contaminacion con pilas acidas
se observa progresivo desde un efecto ligeramente favora-
ble en bajos niveles de exposicion hasta devastadora en
exposicion directa, no solo en la altura de los tallos como
objeto de este estudio, también en la volumetria del culti-
vo. Por otra parte, la contaminacion de suelos con pilas
alcalinas muestra efectos progresivos desde un efecto lige-
ramente desfavorable hasta un efecto significativamente
favorable en funcion del nivel de exposicion a la contami-
nacion y al ciclo de vida (tiempo) del cultivo, sin embargo
la significancia favorable en la altura del tallo, contrasta
con el efecto desfavorable en la volumetria del cultivo.
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Resumen

Con el objeto de ubicar anatdmicamente los flavonoles en guayaba (Psidium guajava L.), se hicieron cortes en fres-
co, y se observo al microscopio de fluorescencia con un filtro de 520 nm de excitacion y 490 nm de emision. La fluores-
cencia fue positiva en la epidermis adaxial, abaxial y glandulas en hoja madura, en hoja joven solo presento en la epi-
dermis adaxial, en el fruto fue positivo en la epidermis y en espacios esquizogenos, y en tallo en espacios esquizogenos,
en protofloema y tricomas.

Palabras clave: tallo, fruto, hoja, flavonoides, Psidium guajava L.

Abstract

This study is focused on finding (Psidium guajava L.) guava’s flavonols. Fresh cuts were obtained in order to ob-
serve the orange fluorescence, using a microscope with 520 nm excitation and 490 nm emission. Fluorescence was pos-
itive in adaxial epidermis, abaxial and glands of mature leaves. In young leaves, fluorescence was only found in adaxial
epidermis. In fruit, fluorescence was positive in epidermis and schizogenetic spaces. In stem, fluorescence was found in
schizogenetic spaces, and protophloem, and trichomes.

Como citar el articulo:
Vargas-Alvarez, D., Soto-Hernandez, M. Gonzélez-Hernandez, V. A. y Engleman, M. E. (2014). Fluorescencia de
flavonoides en 6rganos de guayaba Psidium guajava L. Tlamati, 5(2), 18-21.
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Introduccion

Los flavonoides son una clase de compuestos fendlicos,
que virtualmente se encuentran en todas las plantas verdes
de la superficie de la tierra. Se les atribuye una serie de
funciones en las plantas, como proteccion contra la inci-
dencia de radiacion ultravioleta (UV), desarrollo de colora-
cion, atrapar radicales libres, defensa contra microorganis-
mos e insectos, accion en la polinizacion y crecimiento del
tubo polinico, formaciéon de noddulos, y alelopatia
(Harborne, 1984). Asi, la localizacion y compartamentali-
zacion de estos compuestos dentro de la planta es de signi-
ficancia con respecto a sus funciones. Por ejemplo, los
flavonoides conjugados en la pared celular, pueden ser
raramente vistos en funciones fuera de estos tejidos. Su
presencia puede ser detectada, porque pueden ser extraidos
por medio de sus caracteristicas de solubilidad.

Como protectores de la radiacion UV, en las hojas, los
flavonoides actian como moléculas internas que tamizan
los rayos de luz UV para proteger los tejidos fotosintéticos
(Koes y Quattrochio, 1994; Shirley, 1996). Los flavonoi-
des normalmente se encuentran conjugados con glicosidos,
como en ecucalipto (Conde, Cadahia y Garcia-Vallejo,
1997), cebolla (Bilyk, Cooper y Sapers, 1984), guayaba
(Seshadri y Vasishta, 1965).

Abundante evidencia sugiere que los flavonoides vege-
tales son sintetizados en el reticulo endoplasmico
(Hrazdina, Marx y Hoch, 1982; Stafford, 1990), y luego
traslocados hacia una variedad de sitios especificos, parti-
cularmente a las cuticulas y vacuolas epidérmicas
(Stafford, 1990). Algunas evidencias sugieren que los
flavonoides pueden ser compartamentalizados en o sobre
una variedad de organelos, como nucleo y citoplasma
(Markham, Ryan, Gould y Rickards, 2000).

La deposicion de los flavonoides en la pared celular fue
originalmente propuesta al considerar la escasa solubilidad
en algunas plantas, o por la obtencion de flavonoides con-
jugados con polisacaridos o azticares. Un ejemplo es la
extraccion de kaempferol-3-O-glucdsido de la pared celu-
lar de Picea abies (Strack, Heulemann y Klinkott, 1988).
Algunos flavonoides fueron extraidos directamente con
metanol, y muchas veces fueron pre-extraidos de material
vegetal previamente tratado con un alcali caliente. En este
caso, los flavonoides parecen no estar ligados con la pecti-
na y hemicelulosa, sino con la lignina.

En algunos trabajos con gimnospermas observados con
microscopia de luz, la corteza presentd fluorescencia con
AICI; en secciones analizadas debido a la presencia de
flavonoides verificados por cromatografia en capa fina.
Los flavonoides constituidos estan delimitados en la cuti-
cula y en la region cutinizada de la pared celular (Gadek et
al., 1984 citado por Markham et al. 2000). Su localizacion
en la pared celular ha sido propuesta s6lo para los glucdsi-
dos de flavonoides de Chysosplenium americanum parcial-
mente metilados (Markham et al. 2000), con base en su
localizacion por inmunofluorescencia. Markham et al
(2000) detectaron fluorescencia inducida por acido difenil-
borico 2-aminoetil éster (reactivo de Naturestoff A o reac-

tivo NA y/o Np) (Kartning y Gobel, 1996), para evidenciar
la ubicacion de flavonoides en la pared celular de tejido
fresco.

Weiss, Mikolajewski, Peipp, Schmitt, Schmidt, Wray y
Strack (1997) utilizaron otros compuestos
(glutardialdehido embebido con glicolmetacrilato) para
obtener fluorescencia natural en el material que se observo
al microscopio. La excitacion que pas6 por las bandas del
filtro fue de 330-380 nm y la emision fue de 435 nm.

Markham et al. (2000) encontraron flavonoides en los
pétalos de Lisianthus, localizados en la pared celular en la
epidermis. Con el reactivo Np (Kartning y Gdbel, 1996);
los flavonoides dan un color naranja, por lo que en cortes
anatomicos el color naranja corresponde a flavonoides
libres y conjugados.

En el caso de materiales de P. guajava, no hay antece-
dentes que indiquen la localizaciéon anatémica de flavonoi-
des. Por ello en este trabajo se plante6 el objetivo de ubicar
anatomicamente a flavonoles en hojas jovenes y maduras,
tallo joven y fruto.

Materiales y métodos

Con base en el método de Markham et al. (2000), las
muestras fueron tomadas de material fresco, colectadas de
arboles bajo invernadero del Colegio de Postgraduados,
Montecillo, México. Para hacer cortes transversales se
utiliz6 un micrétomo manual, para un grosor de 30 micras
en hoja joven, hoja madura, tallo joven, y fruto. A los cor-
tes asi obtenidos se les aplicd la solucion saturada de NP
con 10% de azucar en solucioén acuosa durante 2 horas, y
luego fueron montados en porta objetos. Se observaron con
un microscopio invertido Axiovert 25 marca Zeiss, con un
objetivo de 40 x, provisto con una lampara HBO 50
220/240 V y un filtro nimero uno que emite 490 —520 nm.
Como testigos se usaron muestras sin el reactivo NP.

Resultados y discusiéon

Las hojas jovenes y las hojas maduras presentaron dife-
rencias en la acumulacion de flavonoles. La hoja madura
presentd una franja fluorescente en el envés, en donde se
cree que estan presentes estos compuestos; también se en-
contré una ligera franja mas delgada, con fluorescencia
amarillo-naranja.

En la hoja joven sélo hubo fluorescencia naranja en la
epidermis del haz, mientras que en las células de la epider-
mis del envés se encontrd otro tipo de compuesto, que
fluoreci6 de color violeta tenue. En los respectivos testigos
sin la aplicacion del NP no presentaron estas caracteristi-
cas en ambas epidermis (véase figura 1).

Este resultado indica que en las hojas jovenes, la epi-
dermis posee células almacenadoras de flavonoles, ademas
de las glandulas que almacenan o sintetizan estos com-
puestos. La epidermis del envés da fluorescencia de dife-
rente color, debido a diferencias en tipo y cantidad de
flavonoles. Se puede resumir entonces que las hojas jove-
nes presentan menores proporciones de flavonoides, como
la quercetina o quercetina conjugada, lo que coincide con
los resultados de Seshadri y Vasishta, (1965), quienes
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a. Hoja joven b. Frute

c. Tallo d Tricoimas

e. Hya madura f Glindula

Figura 1. a). Hoja joven con fluorescencia en epidermis del haz (EH), epidermis del envés (EE), glandula (G), parén-
quima esponjoso (PS) y parénquima empalizado (PE); la parte que no presenta fluorescencia es la banda de la hipoder-
mis (H). b). la fluorescencia se presenta en la epidermis del fruto (EF) y en circulos fluorescentes (CF) cercanos a la
epidermis. c). en el tallo joven se presenta fluorescencia azul en la epidermis (ET) y fluorescencia naranja en circulos
(CF) junto a la epidermis; en el protofloema se puede observar un conjunto de haces vasculares (HV). d). tricomas (T),
la fluorescencia se presenta en bases de tricoma de tallo joven (BT). e). hoja madura presenta fluorescencia en la epi-
dermis del haz (EH) y del envés (EE), ademas del meso6 filo (M). f). glandula fluorescente (G) de hoja madura en junto
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también detectaron estos flavonoles en hojas de guayaba.

El fruto presentd en la parte exterior de su epidermis,
fluorescencia amarillo-naranja, que indica la presencia de
flavonoides; hacia la parte interior, mostrd circulos con
fluorescencia, lo que coincide con la anatomia descrita por
Esau (1977).

El tallo joven también presentd esta fluorescencia en
los haces vasculares del protofloema, en su corteza nueva-
mente presentd la misma fluorescencia ya caracterizada en
el envés de la hoja joven, lo que indica que en organos
jovenes estan presentes los flavonoides en espacios esqui-
zogenos. Adicionalmente en un corte de este mismo tallo
se encontrd tricomas con la fluorescencia de naranja. Lo
que coincide con Harborne y Williams (2000) quienes
mencionan que estos tejidos protegen de alguna forma al
material vegetal.

Conclusiones

De manera general podemos concluir que los flavono-
les estan presente en mayor proporcion en hoja madura que
en hoja inmadura, porque en el envés presenta otro compo-
nente que presenta una fluorescencia lila.

Los flavonoides también estan presentes en el proto-
floema del tallo, en glandulas de la epidermis, en tricomas
y en epidermis de fruto.
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Resumen

En este articulo se presenta una revision del comportamiento observado en edificaciones durante el sismo del 11 de
diciembre de 2011 en Guerrero, México (Mw =6.5) que afecto sus regiones Central y Norte, incluyendo centros urba-
nos importantes pero principalmente poblaciones rurales aledafias al epicentro. Aun cuando la magnitud del sismo pue-
de ser considerada como mediana, se produjo dafio estructural severo en algunas edificaciones historicas, en viviendas
de adobe y sobre todo, en edificaciones recientes. Se establece la imperiosa necesidad de instituir un programa de reha-
bilitacion y refuerzo, tanto en zonas urbanas como en zonas rurales de alto nivel de rezago social; asi como la imple-
mentacion de acciones en las obras en proceso de construccion.

Palabras Clave: Sismo-resistencia, disefio estructural, terremotos.

Abstract

This article reviews observed behavior in buildings during the earthquake of December 11, 2011 at State of Guerre-
ro, Mexico (Mw = 6.5). This earthquake affected Central and Northern regions of State of Guerrero, including major
urban centers, but mainly rural populations surrounding earthquake's epicenter. Although magnitude of earthquake can
be considered medium, there were severe structural damages to some historic buildings constructed with adobe bricks,
and specifically in newly constructed buildings. There is an urgent need to institute a program of rehabilitation and
strengthening of urban, and rural areas, and areas of high social gap. In the same way, an implementation of actions
focused on strengthening works under construction is required

Key Words: Earthquake-proof structures, structural design, earthquakes.
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Introduccion

Por su ubicacion geografica en una de las brechas sis-
micas de mayor peligro a nivel mundial, el estado de Gue-
rrero se considera uno de los estados mexicanos con gran
potencial de liberar siibitamente la energia sismica acumu-
lada por mas de un siglo. Dicho estado se encuentra ex-
puesto a sismos no sélo por la subduccion debido al movi-
miento relativo de la placa de Cocos por debajo de la placa
Norteamericana, sino también a sismos corticales de pe-
quefia y mediana profundidad. De acuerdo a Hanks y Ka-
namori (1979), la escala sismologica de magnitud de mo-
mento (Mw) es una escala logaritmica usada para medir y
comparar sismos y esta basada en la medicion de la energia
total que se libera en un terremoto. En un lapso de 60 afios,
los sismos del 28 de julio de 1957 (Mw =7.7), 14 de marzo

de 1979 (Mw =7.6), 25 de octubre de 1981 (Mw =7.4), 7
de junio de 1982 (Mw =7.7), 21 de septiembre de 1985
(Mw =7.6) y 14 de septiembre de 1995 (Mw = 7.4), ocu-
rrieron dentro del territorio guerrerense, todos con magni-
tudes de momento (Mw) superiores a 7.

Una de las poblaciones urbanas que presenta el mayor
riesgo sismico es precisamente Chilpancingo, Guerrero,
México con coordenadas 17°09'25""N 99°22'16"”, en donde
las aceleraciones del terreno se esperan pudieran ser supe-
riores al 70% de la aceleracion de la gravedad (Comision
Federal de Electricidad [CFE], 2008) y en la que se ha
detectado vulnerabilidad estructural elevada (Arroyo Ma-
tus, 2011). Historicamente, el sismo que provocd los ma-
yores dafios en esta ciudad fue el del afio de 1957 (véase
figura 1).

Figura 2. Ubicacion del evento principal del sismo del 11 de diciembre de 2011 (USGC, 2011)

23



Tlamati (2014) 5(2), 22-30

Tabla 1

Estimacion de dafios en la infraestructura fisica del Estado de Guerrero (SEPC, 2012)

Costo de la recons-

Aportacion Aportacion

Sector Afectaciones truccion' o o Observaciones
(Miles de pesos) federal (%) estatal (%)
Vivienda 685 $18,600 50 50 Cuenta con seguro
para desastres
Educativo 30 escuelas federales $9,400 95.74 4.26 No esta asegurado
y 10 estatales
9 unidades médicas, 5
Salud centros de salud y $16,000 50 50 No esta asegurado
4 hospitales
Monumentos 3 Museos y 2 60% no esta asegura-
Historicos 33 templos $26,000 100 0 do

"Monto estimado

? Los proyectos ejecutivos y presupuestos continian en proceso de elaboracion.

El dia sabado 10 de diciembre de 2011, a las 19:47:26
hora local (UTC-6) ocurrié un sismo en los alrededores de
la hidroeléctrica “El Caracol” ubicada a 62 km al noroeste
de Chilpancingo, Guerrero, México (véase figura 2).

De acuerdo con la Agencia Geologica de los Estados
Unidos [United States Geological Survey] (USGS, 2011),
el epicentro se ubico a 18.04° latitud norte y 99.80° longi-
tud oeste, teniendo una profundidad focal de 64.9 km con
una magnitud sismica (Mw) de 6.5 (sismo de magnitud
mediana). De acuerdo al Sistema Estatal de Proteccion
Civil (SEPC, 2012), este sismo produjo la muerte de 4
personas. Ademas, de un total de 81 municipios, 22 pre-
sentaron afectaciones de infraestructura en los sectores de
vivienda, educativo, salud y monumentos histdricos (véase
tabla 1).

El costo estimado de las reconstrucciones ascendié a
70 millones de pesos (SEPC, 2012). En el caso de Chil-

pancingo, los dafios moderados y severos se concentraron
principalmente a lo largo de una franja de zonas aledanas
al cauce del Huacapa, rio que atraviesa la ciudad del no-
roeste al sureste (véase figura 3).

Metodologia

A raiz de este sismo, diversos grupos de investigadores,
técnicos e ingenieros de la practica del estado de Guerrero,
realizaron visitas de campo durante el mes de diciembre de
2011 a febrero de 2102 para evaluar el comportamiento de
varias estructuras después del evento. Los tipos de dafios
que se presentan a continuacion, corresponden a registros
efectuados en la region centro y norte del estado de Gue-
rrero, México (Chilpancingo, Apaxtla, Zumpango e Igua-
la), asi como comunidades rurales aledafias al epicentro.
En el desarrollo de este trabajo se aplicé una metodologia
mixta en la que se emple6 la observacion directa, el anali-
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Figura 3. Manzanas en las que las edificaciones presentaron dafio estructural moderado y severo en la
Ciudad de Chilpancingo, Guerrero (Arroyo Matus, 2011)
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sis y sintesis de la informacion asi como la busqueda de la
convergencia y la corroboracion de los resultados obteni-
dos.

Resultados

En la comunidad de Apaxtla de Castrejon, Gro; con
coordenadas 18°08’ 00"N 99°56' 05”0 vy situada a 20 km
del epicentro, se detectaron dafios severos en 5 viviendas
de mamposteria y 63 viviendas de adobe. De estas tltimas,
35% presentd agrietamiento en esquinas debido al amarre
deficiente entre los muros, con grietas desde el techo hasta
la cimentacion (véase figura 4a). Ademas, 24% presento
grietas en esquinas de aberturas (véase figura 4b). E1 9%
tuvo grietas verticales en el centro de los muros (véase
figura 4c).

El edificio del Museo Regional de Chilpancingo, de un

solo entrepiso, posee una escasa densidad de muros en la
direccién norte-sur, y un terremoto en 1906 provoco el
colapso parcial de la union que conforma la esquina no-
roeste; en el encuentro de las alas norte y poniente (véanse
figuras 5a y 5b).

Tras el recorrido de las instalaciones del museo, se pu-
do corroborar dafio significativo en esta zona (véase figura
6a), pero también algunos graves en otras partes del edifi-
cio (véanse figuras 6b y 6¢).

El edificio del Palacio de la Cultura, fue construido a
principios de la década de los setenta al poniente del zocalo
de la Ciudad de Chilpancingo (véase figura 7a). La estruc-
tura original, de estilo modernista, fue concebida con flexi-
bilidad elevada. En 1984 se iniciaron las obras para modifi-
car el estilo arquitectdénico original por un estilo romano
mas robusto y acorde con la arquitectura de los edificios

Figura 4. Agrietamientos: a) esquinas de muros, b) esquinas de vanos, y ¢) zona central de muros. Fotografias: R. Arroyo

Matus

Figura 5. a) Museo Regional de Guerrero, Zécalo de Chilpancingo, Gro. Fotografia: R. Arroyo Matus y b) Obreros parti-
cipantes en la reconstruccion de la esquina noreste, colapsada parcialmente durante el terremoto de 1906. Fotografia: Ex-
posicion temporal de William Niven "Explorador y aventurero”, Coordinacién Nacional de Antropologia, INAH
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Figura 6. Dafos en el Museo Regional de Guerrero: a) Agrietamiento severo por cortante en dinteles y muros de mampos-
teria. Esquina noreste, muro interior. b) Agrietamiento severo por cortante, con pérdida de recubrimiento, en trabes del

corredor noreste, y ¢) Agrietamiento severo de cortante en la fachada norte, producido por el desacoplamiento de sus alas
oriente y norte. Fotografias: R. Arroyo Matus.
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Figura 7. Fachada principal del Palacio de la Cultura; a) 1990. Fotografia: H. Suastegui Salmeron, b) 2012. Fotografia: R.

Arroyo Matus y ¢) Agrietamiento por torsion de trabes de la fachada norte, inducidas por la flexion excesiva de losas pla-
nas, Palacio de la Cultura. Fotografia: R. Arroyo Matus.

Figura 8. Catedral de Sta. Maria de la Asuncion, en el Zdcalo de Chilpancingo, Gro. a) Daios en la torre norte tras los
sismos de 1957. Fotografia: Fototeca UAGro, y b) 2011. Fotografia R. Arroyo Matus.

26



Tlamati (2014) 5(2), 22-30

contiguos al zdcalo (véase figura 7b). A raiz de los terre-
motos de 1985 y 1995, y debido a su alta flexibilidad, los
dafios de la estructura fueron severos, recomendandose la
demolicion de los tres ultimos entrepisos y la reparacion
integral de todos los dafios. Sin embargo, aun cuando la
masa de la estructura disminuy6 drésticamente, el sismo
de diciembre de 2011 volvio a evidenciar su vulnerabili-
dad: Algunas de las trabes principales perimetrales del
tercer entrepiso experimentaron un dafio severo por tor-
sion, con anchos de grietas de entre 0.8 y 2.4 mm (véase
figura 7c).

El templo catélico de Santa Maria de la Asuncion
(véase figura 8), fue construido a mediados del siglo XVI.
Tiene un gran valor histérico pues fue sede del Primer
Congreso de Andhuac, encabezado por el Gral. José Maria
Morelos y Pavon. La estructura original, a base de adobe,

se colapsd de manera parcial y se demolio tras el terremoto
de 1902. Algunos afios después se inicid la construccion,
en el mismo lugar, del templo (véase figura 8). La torre
izquierda se derrumb¢ parcialmente con el sismo de 1957
y con el sismo de 1985, la torre derecha sufrié dafios gra-
ves, por lo que fueron reparadas tras esos eventos.

Con el sismo de diciembre de 2011 se presentaron
agrietamientos en las bases y en las claves de los arcos de
los dos campanarios; severos en la torre derecha y modera-
dos en la torre norte. Aparecieron fuertes agrietamientos en
el frontispicio, en la parte superior de los arcos y en la par-
te frontal de la boveda de la nave principal (véase figura 9a
y 9b). También se presentaron dafios graves en la base de
las torres de los templos de los barrios de San Antonio y
San Mateo, ambos construidos hacia la segunda década del
siglo XIX (véase figura 9c).

=

Figura 9. Templo de la Asuncion a) Detalles de dafio en los recubrimientos de la torre norte. Fotografia: P. Catalan Qui-
roz, b) en la cubierta abovedada. Fotografia: R. Arroyo Matus y ¢) Templo de San Antonio con dafo por flexion en la

base de las columnas de los arcos. Fotografia: SEPC

b i
L4

Figura 10. Edificio del Palacio de Justicia, a) afio 1972. Fotografia: Fototeca UAGro, y b) afio 2012. Fotografia: R. Arro-

yo Matus
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El caso del edificio del Palacio de Justicia, localizado
en el norte del Zocalo de Chilpancingo es un claro ejem-
plo, muy representativo, de que edificios similares conce-
bidos a principios de los setenta del siglo pasado, eran y
siguen siendo a la fecha muy vulnerables y excesivamente
flexibles (véase figura 10a).

Aun cuando su apariencia exterior fue modificada a
mediados de la década de los ochenta con columnas circu-

lares con el doble del diametro original, el desempefio de
este edificio durante el sismo de diciembre de 2011 no fue
satisfactorio pues presentd dafos severos. Por otro lado, en
varios edificios de Chilpancingo se observaron dafios ge-
neralmente asociados a entrepisos con baja densidad de
muros, principalmente en planta baja; o a entrepisos exce-
sivamente débiles, asi como a los efectos del golpeteo en-
tre estructuras colindantes. Se observan los detalles y se

Figura 11. a) Agrictamientos por cortante en planta baja con baja densidad de muro, b) golpeteo entre estructuras colin-
dantes con separacion inadecuada en Chilpancingo. Fotografias: Elidio Hernandez, c) y d) dafios por cortante y torsion en
vivienda en esquina con baja densidad de muros en planta baja en Chilpancingo, Gro. Fotografias: SEPC

Figura 12. a) y b) Daflos por cortante en muros de mamposteria en vivienda tipica de mamposteria, y en columnas cortas.
Edificio de la Secretaria de Desarrollo Social Federal en la ciudad de Chilpancingo. Fotografias: Elidio Hernandez, c)
Mamposteria deficientemente confinada y d) con instalaciones sanitarias al interior de los castillos, en Chilpancingo, Gro.

Fotografias: José Luis Hernandez Rodriguez

Figura 13. a) Separaciones de muros divisorios de los marcos de concreto, b) fisuras por cortante, ¢) Dafio moderado por
tension diagonal en muros de mamposteria y d) por desprendimiento del extremo superior en muros divisorios, en el Cen-

tro de Chilpancingo, Gro. Fotografias: SEPC
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muestran algunos dafios estructurales detectados en dife-
rentes edificios de Chilpancingo (véase figuras 11 a 16).

Conclusiones

El analisis de la informacion recabada permite concluir
la urgencia de implementar un programa de tipo social a
nivel federal que abata la alta vulnerabilidad de la vivienda
de adobe a través de un programa de refuerzo y rehabilita-
cion de bajo costo pero de alta efectividad, que garantice
una mayor ductilidad y resistencia en los muros de este
tipo de vivienda. El empleo de mallas a base de tela de
gallinero y aplanados de alta calidad puede lograr este ob-
jetivo. En el caso de las estructuras con elementos de con-
creto reforzado o a base de mamposteria confinada, se de-
tectaron algunas deficiencias estructurales y procesos cons-
tructivos deficientes. Por estos motivos, es sumamente
importante garantizar que las dependencias municipales
encargadas de la autorizacion de las nuevas construcciones
o de la rehabilitacion y refuerzo de las existentes, sometan
a una revision estricta a la informacion técnica que acom-
paia a las solicitudes de licencia de construccion. En el

caso de las edificaciones existentes, debe aplicarse una
evaluacion basica preventiva que permita definir su nivel
de seguridad estructural actual y la necesidad de empren-
der o no un proceso rehabilitacion y/o refuerzo. El pobre
desempeio sismico de algunas edificaciones, construidas
principalmente de forma reciente, sugiere adecuaciones no
precisamente a la normatividad sino a la forma en que ésta
se aplica y se le da seguimiento. Entre los cambios necesa-
rios que se proponen se encuentran:

1) Acatar, durante el proceso de disefio, analisis, cons-
trucciéon y mantenimiento de las edificaciones, las reco-
mendaciones de la norma de construccién vigente, 2) In-
corporar, por parte de las autoridades de desarrollo urbano
municipal y estatal, la exigencia de una supervision deta-
llada, registrada en bitacora, durante la construccion de
todo tipo de edificacion; 3) Exigir adicionalmente, al tér-
mino de una obra -y como requisito para autorizar su ocu-
pacion-, una poliza de seguro ante sismo. De esta forma, el
personal técnico de las aseguradoras verificaria adicional-
mente que la edificacion cumpla con estandares de calidad
y seguridad estructural minimos.

Figura 14. a) Acumulacion excesiva de material y archivos en entrepisos, b) dafio en muro de mamposteria, y ¢) junta
inadecuada entre piezas de mamposteria. Edificio Telecomm, Chilpancingo. Fotografias: Tizoc Calleja

Figura 15. a) y b) Colapso de muro de fachada del cuarto entrepiso deficientemente confinado, sobre un vehiculo del ser-
vicio publico. (Fotografias: Wenceslao Hernandez, y c) dafios en mamposteria sin confinar (Fotografia: J. L. Hernandez R.
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Figura 16. Falla en union viga columna en edificio reciente con planta baja flexible. Fotografias: Jesus Santos Bautista
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Resumen

Las investigaciones sobre las contribuciones culturales y sociales de diferentes civilizaciones se centran fundamen-
talmente en enfoques antropologicos. Aun y cuando estos estudios pueden ayudar a entender el desarrollo de la huma-
nidad, por lo general estan mas centrados en un contexto social y no en disciplinas especificas como las matematicas.
El uso de representaciones alternativas y diferentes enfoques centrados en un proceso de ensefianza-aprendizaje, en
lugar de rigurosas y formales matematicas tradicionales, podria ayudar a desarrollar un pensamiento critico centrado
en romper las viejas tradiciones y proporcionar nuevas forma de razonamiento matematico.

Los numerales mayas y sus operaciones matematicas basicas no son, en este momento, un tema muy conocido en
USA. Aun y cuando en las zonas Mayas de México y Guatemala se han utilizado algoritmos como suma, resta, multi-
plicacion y division a lo largo del tiempo, estos algoritmos mayas y sus representaciones numeéricas no se enseflan en
las escuelas estadounidenses.

Actualmente, las matematicas en la escuela estan estrechamente relacionadas con los niimeros arabigos y sus algo-
ritmos tradicionales basicos como la unica realidad dentro el contexto escolar de las Matematicas. A los estudiantes no
se les ensefia ninguna otra representacion o algoritmos alternativos, fuera de las que estd marcados por la tradicion o el
plan de estudios. Como resultado, los nimeros arabigos y los algoritmos tradicionales son el tinico método utilizado
dentro de la escuela y la sociedad. Aun y cuando las matematicas mayas utilizan un sistema numérico de base 20, es
posible traducir estas representaciones numéricas y algoritmos a una base decimal que es mas usual, aplicando un sis-
tema matematico completo y equivalente al tradicional en el conjunto de los nimeros Naturales. Como resultado, las
representaciones mayas de los niimeros y sus algoritmos podrian ser utilizados como una forma alternativa para la
comprension y el desarrollo de conceptos matematicos. Para este estudio, se utilizaran s6lo numeros Naturales, consi-
derando al numeral cero como parte de éste conjunto numérico.

Palabras clave: Algoritmos basicos, Suma, Resta, Division, Multiplicacién, Matematicas Mayas.

Abstract

Studies about cultural and social contributions from different civilizations are essentially focused on anthropologi-
cal approaches. Even when these studies could help to understand the development of mankind, usually are more cen-
tered on a social context, rather than specific disciplines as Mathematics. Use of alternative representations and differ-
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Cruz-Ramirez, J. B. (2014). Aspectos didacticos de la aplicacion de algoritmos basicos (suma, resta, division y
multiplicacion), usando numerales Mayas en base decimal en el conjunto de los nimeros Naturales. Un estudio de caso.
Tlamati, 5(2), 31-43.
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ent approaches focused on a teaching-learning process, rather than rigorous and pure traditional Mathematics, could
help to develop a critical way of thinking centered on breaking old traditions, and provide new ways of reasoning
Mathematics.

Mayan numerals and their basic mathematical operations are not, at this time, a well-known issue in U.S. Even
when algorithms as addition, subtraction, multiplication and division had been used through time in Mayan zones at
Mexico and Guatemala, these Mayan algorithms and their number representations are not taught in American schools.

At this time, mathematics are closely related with Arabic numerals and basic traditional algorithms as the only
reality within the Mathematical school context. Students are not taught in any other representations or alternative al-
gorithms, out of that marked by tradition or curriculum. As a result, Arabic numerals and traditional algorithms are
the only approach used within the school and society. Even when Mayan mathematics use a base 20 numeric system,
it is possible to translate these number representations and algorithms to a more usual decimal base as a complete and
equivalent Mathematical system. As a result, Mayan representations of numbers and their algorithms could be used as
an alternative way for understanding and development of Mathematical concepts. For this study, only the set of
Whole numbers will be used.

Key words: Basic Algorithms, Addition, Subtraction, Division, Multiplication, Mayan mathematics.

Introduccion

Segun el Consejo Nacional de Maestros de Matemati-
cas [National Council of Teachers of Mathematics], es
fundamental que los estudiantes conozcan los hechos nu-
méricos basicos para los algoritmos de suma, resta, multi-
plicacion y division (NCTM, 2009). De la misma manera,
el Consejo Nacional de Investigacion [National Research
Council], indica la habilidad del calculo numérico como
como un componente principal en matematicas (NRC,
2002). Algunos otros estudios consideran que el dominio
de las habilidades basicas del calculo numérico no se pue-
de separar de la comprension conceptual global y constitu-
ye la base para el desarrollo del pensamiento matematico
(Sfard, 1991; Wu, 1999).

Es necesario clarificar los conceptos de los conjuntos
de Counting numbers [NUmeros para contar] y Whole
numbers [Numeros completos] utilizados en USA (Center
for Mathematics Education Project [CMED], 2007,
NCTM, 2009). Counting numbers es el conjunto de nime-
ros Naturales definido por los Postulados de Peano (el con-

junto W) 'y Whole numbers es el conjunto de niimeros
naturales en unién con el conjunto vacio (0={} o 0=0) o
niimero cero. El simbolo para este conjunto (NU@) es

N, Podemos relacionar este contexto con la concepcion

de convencion matematica propuesto por Martinez (2003),
ya que sus diferentes propiedades y concepciones han sido
integradas sistematicamente dentro de un conjunto de co-
nocimientos y su aplicacion no entra en conflicto con los
sistemas axiomaticos en los que es usada, ademas de com-
pletar los vacios en las definiciones propuestas .

De la misma manera, es necesario precisar los concep-
tos de Numero como el concepto matematico y Numeral
como el simbolo o simbolos que representan al numero
(School Mathematics History Group [SMSG], 1960).

En los numerales hindu-arabigos, cuando hablamos de
un digito o un conjunto de digitos como representacion de
un numero, reconocemos el valor relativo de la posicion de
los numerales utilizados y su valor nominal en la misma
cifra. Por ejemplo, en el nimero 6,666, observamos que
cada digito tiene el mismo valor nominal de 6, pero un

valor relativo posicional diferente, como sigue: 6 en el
extremo izquierdo tiene el valor relativo de 6000 (6 milla-
res); el siguiente 6 tiene el valor de 600 (6 centenas); el
sucesivo 6 tiene un valor de 60 (6 decenas) y el ultimo
tiene un valor de 6 unidades. En el desarrollo de algorit-
mos, el valor relativo es substituido por el valor nominal
unitario, siguiendo el proceso algoritmico utilizando los
digitos como unidades.

Podemos observar que los algoritmos matematicos ba-
sicos para suma, resta, multiplicacion y division son casi
procedimientos estandar en todo el mundo, en donde ob-
servamos varias similitudes en las operaciones desarrolla-
das (Baroody, Torbeyns, y Verschaffel, 2009; Delprato,
2005; Lu, 2009; Robinson y LeFevre, 2011; Rocha y Me-
nino, 2009; Valdemoros y Ruiz, 2008). Como resultado
significativo, se observa que los digitos son vaciados de su
valor relativo al desarrollar el algoritmo; esto es, las dece-
nas y centenas se consideran y calculan como si fueran
unidades (Baroody, Torbeyns, y Verschaffel, 2009; Robin-
son y LeFevre, 2011; Rocha y Menino, 2009), por lo que la
forma de representar los niimeros durante la ejecucion de
algoritmos casi nunca esta relacionada con su valor relati-
vo o posicional. En el momento en que los estudiantes re-
suelven un algoritmo en la escuela, el valor relativo es co-
dificado independientemente de la posicion del digito y a
continuacion, se resuelve el algoritmo caracterizando los
valores numéricos como unidades, sin tomar en cuenta la
representacion del numeral como un niimero completo.

Al momento que los estudiantes terminan el algoritmo,
la intencioén es recuperar la solucion obtenida como un
numero completo, pero esta simbolizacién, aunque sea
comprendida por el estudiante, es usualmente despreciada
al realizar el procedimiento algoritmico, debido al calculo
por unidades indicado por los procedimientos tradicionales
(Lu, 2009; Delprato, 2005; Valdemoros y Ruiz, 2008).
Derivado de esta practica, observamos que los estudiantes
no reconocen si el procedimiento utilizado conduce a la
solucion correcta del problema y muchas veces no son
capaces de corregir estos errores.

Existen numerosos estudios que informan varios patro-
nes y conceptos erroneos relacionados con la solucion de
los algoritmos tradicionales basicos (suma, resta, multipli-
cacion y division) con numeros Naturales (Ashlock, 2010;
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Wu, 1999; Mercer y Mercer, 1998). Algunos tipos comu-
nes de patrones de error para las operaciones principales
son: los errores de datos obtenidos, errores cometidos debi-
do a errores en la memorizacion por parte del estudiante o
por falta de precision y uso sistematico de un procedimien-
to o estrategia inexacta/ineficiente (Ashlock, 2010).

Varios errores aparecen porque un estudiante no ha
dominado los detalles matematicos basicos. Usualmente,
estos errores en general no indican una falta de compren-
sion del concepto, lo que muestran es una falta de profun-
didad en el conocimiento matematico. Por lo general, se
producen debido a las caracteristicas particulares de apren-
dizaje que posee el estudiante. De la misma manera, los
errores cometidos por fallas en la memorizacion o debido a
la falta de exactitud estan relacionados con estas mismas
caracteristicas de aprendizaje. El patron mas grave se rela-
ciona con un uso sistematico de un procedimiento o estra-
tegia inexacta/ineficiente, porque generalmente este tipo de
patron de error indica que no se hay comprension de un
concepto matematico importante (Mercer y Mercer, 1998).

Los logros matematicos desarrollados por los mayas
son uno de los mas avanzados de las civilizaciones anti-
guas. Estos conocimientos fueron el resultado de un proce-
so de concientizacidon, concebido como el movimiento del
espacio que parece ser el centro de su cultura. Para ellos, el
universo no es una realidad estatica, sino un movimiento
constante, con una gran capacidad para evolucionar y estas
caracteristicas estan representados en su sistema matemati-
co (Calderon, 1996; Lam, Magafia y De Oteyza, 2008).
Debido a la falta de una teoria cientifica relacionada con el
conocimiento matematico maya y a que no hay suficientes
estudios relacionados con este enfoque en el proceso ense-
nanza/aprendizaje en la escuela, se hace necesario recons-
truir este conocimiento con el fin de identificar y adaptar
nuevos codigos, representaciones y algoritmos relaciona-
dos con estos procesos de pensamiento y entendimiento de
las matematicas.

Con el fin de investigar una representacion numérica
diferente desarrollada como un sistema matematico parale-
lo al tradicionalmente ensefiado en la escuela (Schiro,
2004), se propone un enfoque basado en los numerales
mayas y sus algoritmos en el conjunto de los nimeros Na-
turales en base 10 o decimal. Este enfoque podria ayudar a
mejorar y rectificar algunos patrones de error detectados en
el desarrollo de algoritmos basicos para suma resta, multi-
plicacion y division.

Es de hacer notar que esta propuesta estd desarrollada
como una propuesta didactica, no como un substituto de la
matematica tradicional y rigorista ensefiada en la escuela.

Materiales y Métodos

La Universidad de Southern Illinois en Carbondale,
Illinois, USA se guia por los principios éticos establecidos
en el Informe Belmont y por los requisitos del Codigo de
Regulaciones Federales (45 CFR 46) en los Estados Uni-
dos de América. De acuerdo con estos principios, este pro-
yecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Inves-
tigacion con Sujetos Humanos de la Universidad de
Southern Illinois.

Planteamos una metodologia centrada en analizar e
identificar las diferencias y similitudes entre los algoritmos
tradicionales que se ensefian en la escuela y los algoritmos

mayas propuestos. Esta comparacion entre estos dos enfo-
ques es util para proponer nuevas ideas con el fin de encon-
trar soluciones a algunos problemas relacionados con los
patrones de error (Cantoral, 2000, Cantoral y Montiel,
2001, Cruz, 2009) y las falsas ideas relacionadas con la
solucion de los algoritmos para suma, resta, multiplicacion
y division.

Debido a la falta de referencias y resultados acerca del
paradigma matematico de los mayas y con el fin de generar
teorias que nos permitan analizar, identificar y explicar
como un posible desarrollo de una teoria emergente rela-
cionado con este enfoque podria ayudar a mejorar el pensa-
miento matematico, se desarrollé una propuesta basada en
el enfoque de investigacion propuesto por la Teoria Funda-
mentada [Grounded Theory] (Glaser y Strauss, 1967). Este
enfoque fue desarrollado con el fin de permitir conectar el
analisis ulterior de los resultados con una teoria que podria
ayudar a explicar y fundamentar los resultados obtenidos.

De la misma manera, aiin y cuando la Teoria Funda-
mentada puede utilizar el disefio emergente, el muestreo
teorico, el analisis comparativo constante, la saturacion
teorica y la sensibilidad tedrica como metodologias de in-
vestigacion, para este estudio se aplico el método compara-
tivo constante (Glaser y Strauss, 1967) como metodologia
de investigacion en este estudio. Esta metodologia permitio
también identificar un fenomeno, objeto, evento o ajuste de
intereses y conceptos localizados, asi como principios,
caracteristicas estructurales o de procesos relacionados con
el area de estudio. Para este estudio, los métodos de reco-
leccion de datos incluyeron la escritura de diarios, observa-
cion, analisis de documentos y entrevistas.

El participante en este estudio fue un hombre adulto,
hablante nativo del idioma Espafiol y estudiante de primer
ano en una universidad en el estado de Illinois, USA. Todo
el estudio fue desarrollado en el idioma Inglés. Como se
indico antes, la falta de estudios formales y resultados rela-
cionados con las matematicas mayas utilizando numeros
enteros en base decimal, nos permite observar y analizar
los hallazgos en este estudio, incluso cuando no hay una
gran poblacion que analizar.

Una primera aproximacion al participante se centrd en
actividades introductorias desarrolladas expresamente para
¢l. Estas actividades estaban relacionadas con la demostra-
cion de los algoritmos Mayas, con el fin de demostrar de
forma matematica, la validez y la fiabilidad de este conoci-
miento.

Se programo la escritura de un diario de trabajo como
una herramienta para la observacion y andlisis. Al inicio
del estudio, se planearon cuidadosamente actividades cen-
tradas en recopilar los datos primarios que podrian hacer-
nos observar las creencias generales sobre el uso de algorit-
mos mayas. Estas observaciones se documentaron de for-
ma cronolodgica en cinco sesiones.

Después de aprender a los usar algoritmos mayas, fue-
ron transcritas en el diario las experiencias pertinentes. De
acuerdo con Strauss y Corbin (1990), los codigos de proce-
samiento de datos (tales como Abierto, Axial y Selectivo)
fueron desarrollados con el fin de analizar el proceso de
investigacion, ademas de servir de guia para las decisiones
teoricas posteriores. La codificacion de las respuestas da-
das por el estudiante a partir de preguntas previstas de an-
temano, fueron utiles para mejorar la recogida y andlisis de
los datos obtenidos. Otras entrevistas se centraron en las
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10° MILLARES
10 CENTEMAS
10° DECENAS
10" UNIDADES

Figura 1. Tablero maya para los calculos

experiencias y percepciones relacionadas con los algorit-
mos tradicionales ensefiados en la escuela.

Otra fuente de datos fue la observacion del sujeto en la
aplicacién de los conocimientos adquiridos, mediante el
planteamiento de problemas matematicos disefiados espe-
cificamente para su uso con estos algoritmos.

Mediante el analisis de los documentos, fuentes de
datos y entrevistas con el participante, nos enfocamos en
determinar reflexiones generales de toda la experiencia de
aprendizaje, ayudando a facilitar y a afinar la comprension
de los ejercicios propuestos. Esto nos permitid obtener
informacion adicional acerca de actividades especificas,
afinando los resultados obtenidos.

El andlisis de datos fue apoyado con las notas de cam-
po y observaciones, con un orden cronoldégico de las acti-
vidades y enfocandonos especificamente en los codigos de
contenido pedagodgico.

Las entrevistas y otras fuentes de datos fueron también
codificadas y analizadas. Algunas de las reglas de decision
seguidas para la entrada de datos y la seleccion de respues-
tas analizadas incluyen: (1) el uso de cddigos relacionados
con los cuatro tipos basicos de algoritmos reportados en
los resultados; (2) la consideracion de explicaciones con-
tradictorias observadas, a pesar de que no fueron mencio-
nados en todos los tipos de datos y (3) la seleccion y regis-
tro de los tipos de reflexion y/o comunicativas observadas
en el participante.

Se utiliz6 la triangulacion de datos con tres profesores
para garantizar la fiabilidad de este estudio. Las respuestas
analizadas dentro del proceso de triangulacién, durante y
después del desarrollo de las sesiones didacticas tuvieron
el propésito de avalar la comprension de significados pre-
vistos del participante, asi como la fidelidad en el analisis

®-=1
I - 00000 -5

Figura 2. Numeros mayas y su equivalencia en base deci-
mal

de datos.

Dos representaciones son materiales basicos en este
estudio: un arreglo de doce cuadrados distribuidos como un
tablero organizados en un arreglo cuadrado de filas y co-
lumnas, mismo que utilizamos para la representacion del
valor relativo para las unidades, decenas, centenas y milla-
res, en donde la fila superior indica la posicion relativa
maxima (véase figura 1) y los Numerales mayas, que solo
solo tienen dos simbolos numéricos, un punto con un valor
nominal de uno y una linea con un valor nominal de cinco,
con la equivalencia de cinco puntos (véase figura 2).

En lugar de usar cualquiera de las representaciones
mayas para el numero cero y con el fin de evitar confusio-
nes con este tradicional sistema numérico, utilizamos un
nuevo simbolo (un circulo con una cruz en el interior) con
la equivalencia de dos lineas o diez puntos. Denominare-
mos a este simbolo como "Completo" ya que al momento
en que se utiliza, es necesario remarcar que este simbolo no
se escribe solo, siempre se representa con al menos un pun-
to en el nivel superior (véase figura 3).

Para representar un nimero, podemos combinar estos
simbolos y sus representaciones posicionales escribiendo
los nimeros mayas en las celdas correspondientes en el
tablero. Cada columna siempre se destaca por la posicion
asignada (unidades, decenas, centenas y mas) y cada punto
o linea dentro de estas filas, representa a su valor multipli-
cado por el valor de la posicion en base diez, independien-
temente de cuantos puntos o rayas existan dentro de la cel-
da. Como resultado, tenemos un sistema numérico posicio-
nal con sélo tres simbolos (véase figura 4).

Hay tres caracteristicas basicas relacionadas con estos
numerales:

1. Equivalencia de valor: los nimeros puede represen-
tarse de varias maneras y el valor no cambia. Como resul-
tado, el estudiante puede usar una estrategia de conteo con
una comprension posterior del concepto de agrupacion
(véase figura 5).

2. Agrupar: Informalmente, esta accion se conoce co-
mo “prestar” (borrow en idioma Inglés) al desarrollar un
algoritmo basico y estd basada en la propiedad asociativa
de la suma de numeros Naturales. Esta estrategia es gene-
ralmente el ultimo paso del algoritmo de la suma, pero se
puede utilizar segin sea necesario (véase figura 6).

3. Desagrupar: Informalmente, esta accion se conoce
como “llevar” (carry en idioma Inglés). Debido a la equi-
valencia de los valores antes sefialados, esta estrategia se
utiliza con el fin de evitar algunos conceptos erroneos rela-
cionados con la dualidad del valor de cero. Utilizando el
simbolo "completo" y desagrupando los numerales, pode-
mos obtener una representacion equivalente sin ningun
cambio en el valor del nimero.

Con el fin de identificar y analizar los patrones de error,
asi como observar algunos conceptos erroneos (Ashlock,
2010; Wu, 1999; Mercer y Mercer, 1998), cuatro cuestio-
narios relacionados con sumas, restas, multiplicaciones y
division (40 problemas en total con diez problemas de cada
algoritmo basico) basados en estos patrones erroneos se
aplicaron en el desarrollo del estudio. A partir de estos
cuestionarios, hemos seleccionado algunos de los resulta-
dos con el fin de utilizar estos problemas con algoritmos
mayas para un andlisis y discusion de los patrones de error
codificados. Un resumen de los patrones de error conoci-
dos y posterior codificacion fue desarrollado para este estu-
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Tabla 1
Definicion de codigos de patrones de error relacionados con los algoritmos basicos.
Codigo Patron erroneo
A.Add Las sumas de las unidades y decenas se calculan sin reagrupar.
B.Add Los digitos se afiaden de izquierda a derecha.
A.Sub El nimero menor siempre se resta del nimero mayor.
B.Sub La sustraccion de cero tiene como resultado el valor del nimero mayor.
C.Sub Cuando se necesita reagrupar mas de una vez, el valor correcto no se resta de la columna

"prestada" en el segundo reagrupamiento.

A.Mul El nimero reagrupado se afiade al multiplicando en la columna antes de realizar la operacion
de multiplicacion de las decenas.

A.Div El cero en el cociente se omite en la division.
i+l
m+l
Dx10 ki 1x10
A TLIL TIIL — — Ox10

= rquivale s =» 4= iquivale s =j»

Representacion del

‘ "completo” en base
decimal

Representaciones Mayas
tradicionales del numeral cero

Figura 3. Representaciones de simbolos mayas para el nimero cero y el simbolo “completo”
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Figura 4. Sistema posicional en el tablero Maya
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Figura 5. Diferentes representaciones del mismo niimero
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Figura 6. Equivalencias numéricas de los valores posicionales
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75
+6 6

1311

Figura 7. Suma sin agrupacion (patron erroneo A.Add)

5+6=11
7+6=13

dio (véase tabla 1).
Resultados

Con el fin de precisar los resultados, solo se reportan
los problemas mas representativos como ejemplos de los
patrones de error. De la misma manera, los patrones obser-
vados son mas una combinacion de patrones y conceptos
erroneos que eventos aislados de los patrones analizados.
Debido a esta situacion, aun y cuando se observd que no
todos los patrones de error codificados se presentaron a
través del desarrollo de los problemas planteados, un ana-
lisis posterior relacionado con la forma en que estos patro-
nes de error y los conceptos erroneos implicados pueden
afectar a la solucion de los problemas planteados se anali-
zan a continuacion.

Analisis de patron de error A.Add

Este patron refleja una idea falsa relacionada con los
valores de posicion de numeros (véase figura 7). Ademas,
se ha desarrollado como unidades independientes del valor
numérico relativo y el resultado no es exacto, debido a la
falta de agrupacion de los resultados parciales.

El algoritmo Maya para esta adicion se desarrolla de la
misma manera. Observamos en el resultado parcial los
mismos numeros obtenidos como resultado en el algoritmo
anterior, dos lineas y un punto de la celda de las unidades
(con un valor de once), y dos lineas y tres puntos en la
celda de las decenas (con un valor de ciento treinta). Debi-
do a la equivalencia de valores del sistema maya este re-
sultado parcial es aceptable, pero con el fin de obtener un

75+ 66 = 4 K 1
el 2w |4
— ] 3
i
Agrupar

Figura 8. Suma y Agrupacion

resultado preciso, una acciéon posterior de agrupacion es
necesaria (véase la Figura 8).

Analisis de patron de error B.Add

Una de las principales caracteristicas en el algoritmo
tradicional de la suma de numeros Naturales es la necesi-
dad de un orden especifico en el desarrollo del algoritmo.
En este patron, la adicion se desarroll6 a partir de la colum-
na de las centenas con una accion de “llevar” a las colum-
nas de las decenas y las unidades, finalizando con un resul-
tado inexacto (véase figura 9).

Debido a la barrera que las celdas en el tablero maya de
calculo presentan, realmente no importa donde se inicia el

375 375
+925 9+3=12 |4+925 1+5+5=11
—2 11

375 375
+925 2+7+2=11 +£
1 1111

Figura 9. Patron de error relacionado con el orden en una
adicion tradicional

algoritmo. Ademas, este procedimiento es desarrollado
por filas y los valores obtenidos mantienen su valor relati-
vo indicado por la celda en que se encuentran, hasta que
estos nimeros son reagrupados (Véase figura 10).

Analisis de combinacion de patrones de error A.Sub y
B.Sub.

Como se observa, el patron de error A.Sub se produce
debido a que un nimero mas pequeio siempre se resta de
un nimero mas grande, sin tomar en cuenta el valor posi-
cional del nimero o si se trata del minuendo o del sus-
traendo (véase figura 11). De la misma manera, el patrén
B.Sub se observa cuando una resta de cero tiene como
resultado el valor del nimero mas grande. Este patron
puede estar relacionado con la falta de conocimiento de
los niimeros negativos y se usara sélo como un ejemplo en
este estudio (véase figura 12).

El uso de la estrategia de agrupar con numerales ma-
yas nos permitira observar que el nimero entero en el mi-
nuendo es siempre mas grande que el sustraendo, ya que
se encuentra dentro de la celda superior (véase figura 13).
En otro resultado, observamos que después del proceso de
desagrupar, el concepto del numeral cero como "nada " es
independiente del concepto del numeral cero como " com-
pleto ", ya que este numeral indica un valor mayor desde
donde restar o en su caso sumar un numero menor y no un
conjunto vacio (véase figura 14).

La dualidad de valores para el nimero cero en esta
representacion matematica se sustituye en una primera
representacion con el nuevo simbolo de "completo " cuan-
do se representa un valor de una potencia de diez, y en una
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Figura 10. Representacion del algoritmo maya de la suma empezando por cualquier fila

423

.368 8-3=5

6-2=4
4-3=1

423
- 368

145

Figura 11. La sustraccion de un numero menor (patron
erroneo A.Sub)

segunda, con una celda vacia cuando no hay un ntmero
para representar. Es necesario recalcar que cuando el sim-
bolo de "completo" se muestra en una celda, este simbolo
se utiliza siempre con al menos un punto en el siguiente
nivel, lo que indica un valor de una potencia de diez (véase
figura 15).

Esta separacion del concepto dual del nimero cero po-
dria ayudar a comprender el concepto tradicional en los
nameros arabigos y en los algoritmos tradicionales para
numeros Naturales.

Analisis de combinacion de patrones de error B.Sub y
C.Sub.

Una de las definiciones informales que mas confusion
causa en los estudiantes esta relacionado con la accion de "

tomar prestado ", " llevar " ("carry " o “borrow” en idioma

Inglés) en el desarrollo tradicional de los algoritmos de
suma y resta. Observamos que una combinacion de estos
dos patrones se presenta en la solucion de una resta. Cuan-
do se necesita agrupar mas de una vez, el valor correcto no
se resta de la columna " prestada ", y en la tltima parte del
algoritmo, se utiliza otro “préstamo” cuando no se necesita
(véase figura 16).

Al momento de resolver la resta en la fila de las cente-
nas restamos una celda vacia de dos puntos, sin presentar
ningin problema debido al valor de "nada" de la celda
vacia. Los otros valores son restados después de desagru-
par la fila de las decenas, llegando a la solucion final sin

100
- 65

0-5=5
0-6=6
1-0=1

100
- 65
165

Figura 12. Sustraccion de un ntimero mayor al cero (patron
erroneo B.Sub)
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Figura 13. Resta con una estrategia de desagrupar y agrupar

286 - 84 =
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Figura 14. Resta con resultado de cero en numerales hindu-
arabigos y con simbolo de “completo” en representacion
maya

importar en que celda se empiece el algoritmo (véase figu-
ra 17).

Analisis de patron de error A.Mul.

En el analisis de este patron erréoneo en la multiplica-
cién, se observa que en lugar de afiadir el numero
"llevado" al resultado de la multiplicacion parcial de las
decenas, este se suma al multiplicando en la columna de

las decenas, antes de realizar la operacion de multiplica-
cion. Este patron erroneo se repite hasta completar el algo-
ritmo (véase figura 18).

La multiplicacion en algoritmos mayas se define como
una adicion repetida del mismo ntimero, desarrollada por
linea. Se observa que después de la adicion repetida indi-
cada por el multiplicador, se desarrolla una agrupacion
posterior, primero por filas y después por columnas (véase
figura 19). Como resultado, la multiplicacion se resuelve
como una adicion, en lugar de memorizar tablas de multi-
plicar.

Analisis de patron de error A.Div

El analisis de este patron de error, se observa que en el
momento de dividir el nimero cero en el cociente, este se
omite (véase figura 20). Durante el desarrollo del algorit-
mo maya para la divisién, como primer paso, se desagrupa
un punto en la fila de los millares en dos lineas en la fila
de las centenas y se desagrupan cuatro puntos en la fila de
las centenas en ocho lineas en la fila de decenas. Esta es-
trategia nos permitira tener una cantidad equivalente, pero
mas manejable para una posterior sustraccion repetida
(véase figura 21).

Conclusiones

Tradicionalmente, el proceso de enseflanza-aprendizaje
de los algoritmos basicos en la escuela es desarrollado
como un proceso de memorizaciéon e instruccion mecani-
cista. De la misma manera, es importante sefalar que los
algoritmos tradicionales nunca fueron desarrollados para
un proceso de ensefianza-aprendizaje, ya que estos proce-
sos fueron la solucion a situaciones problematicas especifi-
cas. Como resultado, hay una falta de construccion de sig-
nificados y profundizacion de conceptos matematicos rela-
cionados con el aprendizaje y comprension del concepto
matematico que da sustento a estos algoritmos. En lugar de
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100=100=100 100-65=

Desagrupar

Figura 15. Desagrupamiento en sustraccion con el simbolo de “completo”

1 Prests 1

283 173
64 - 64 17-6=11
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- 64 _ - 64

Figura 16. Desagrupamiento innecesario en la sustraccion con resultado erroneo

283 283-64
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Desagrupar
Figura 17. Desagrupar antes de realizar la sustraccion
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7
238 238 7+2=9
X 8 8xs=64 X 8  ous=72
24
6

238 ..., 238
X 8 gys=72 x 8

4 7224

Figura 18. El resultado parcial de la multiplicacion se afia-
de al multiplicando en la posicion de las decenas y en la
posicion de las centenas

ensenar como fueron desarrolladas estas ideas a través de
siglos de esfuerzos matematicos, la ensefianza tradicional
conserva estas construcciones y mantienen el mismo for-
mato desde hace mucho tiempo, por lo que su ensefianza y
comprension derivan en una situacion problematica para
los alumnos.

Aprender los nimeros arabigos implica reconocer y
conceptualizar diez simbolos diferentes, a la vez que hay
que aprender como estos simbolos pueden representar las
unidades, decenas, centenas, etc. De la misma manera, los
numerales arabes como la representacion de un niimero, no
proporcionan ninguna informacion visual o referencia que
pueda ser recuperada de la observacion de estas representa-
ciones, a fin de identificar y comparar la cantidad que estos
numeros representan. Como resultado, la ensefianza de
estos numeros es siempre un reto para los profesores y difi-
cil de entender para los estudiantes, ya que al momento de
intentar conectar estos conceptos intuitivamente, no se en-
cuentra ninguna marco de comparacion hasta que los sim-

bolos numéricos son memorizados y reconocidos. El uso
de los numeros arabigos no proporciona una manera facil
de comprender, aprender y aplicar estos conceptos.

Uno de los principales hallazgos en este estudio se rela-
ciona con la precision de los resultados matematicos y su
posterior traduccion al idioma Inglés. Estos resultados eran
correctos de forma matematica, pero en el momento en que
el sujeto traducia estos resultados matematicamente correc-
tos al idioma Inglés, se detectaron algunas confusiones. El
sujeto nombraba décimas por decenas (tenths en lugar de
tens) o centésimas por centenas (hundredths en lugar de
hundreds). Este hallazgo podria indicar que el lenguaje
matematico y su comprension son independientes del len-
guaje oral. Es importante recordar que las traducciones de
un registro semiotico diferente (tal como la algebraica o la
tabular) a la lengua oral podrian representar un problema
para los profesores de ensefianza de las matematicas en
entornos multiculturales, debido a la falta de conocimiento
de otras lenguas orales y algunos procedimientos y estrate-
gias diferentes aplicadas por los estudiantes cuando se cen-
tran en la solucion de estos problemas.

La ensefanza de las Matematicas se relaciona con un
proceso significativo de descubrimiento y construccion de
ideas. En otros términos, tenemos que aprender no solo las
reglas o procedimientos algoritmicos o la memorizacion y
rutinas que no somos capaces de discutir o mejorar, sino
desarrollar el pensamiento matematico sustentado por el
analisis y comprension del mismo. Utilizando soélo tres
simbolos dentro de una informaciéon mas estructurada y
manejable, evitando la memorizacion y proporcionando un
contexto visual relacionado con el mundo real, podria ayu-
dar a construir y desarrollar conceptos matematicos rela-
cionados con la suma, resta, multiplicacion y division, en
lugar de aceptar estos conceptos tal cual son ensefiados
tradicionalmente. De la misma manera, los algoritmos ma-
yas se basan solo en conceptos de adiciéon o sustraccion,
debido a que la multiplicacion y la division son una conse-
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cuencia de la aplicacion de estas ideas relevantes y practi-
cas.
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Resumen

En el presente estudio, se analizé el crecimiento de larvas de Macrobrachium tenellum colectadas en la laguna de
Juluapan de Manzanillo, Estado de Colima, México. Estas larvas fueron alimentadas con Artemia franciscana que fue
cultivada de acuerdo a dos métodos utilizados en los laboratorios de produccion larvaria. El primero es el de “agua cla-
ra” y el segundo el de “agua verde”. Para el método de “agua verde”, 4. franciscana se alimento6 con dietas unialgales y
mixtas a partir de los clones de microalgas marinas Asterionella japonica, Cryptomonas sp., Platymonas suecica, Chae-
toceros diversus, Chaetoceros gracilis y Tetraselmis suecica. El peso ganado del langostino M. Tenellum, al ser alimen-
tado con 4. franciscana quien fue alimentada con dieta unialgal a base de P. suecica es mucho mas eficiente que la die-
ta mixta a base de C. diversus y P. suecica. La dieta para el langostino Macrobrachium tenellum alimentado con nau-
plios recién eclosionados de Artemia franciscana resultd ser mas baja (en el caso de agua clara) en relacion al creci-
miento, que con las dietas unialgales para A. franciscana a base de Chaetoceros diversus 'y Platymonas cf suecica.

Palabras clave: Macrobrachium tenellum, cultivo, Artemia franciscana, microalgas

Abstract

This study is focused on analyze growth of Macrobrachium tenellum’s larvae that were fed by Artemia franciscana.
M. tenellum was collected in the Juluapan lagoon, at Manzanillo, State of Colima, México. M. tenellum larvae were fed
with A. franciscana that was grown according to two methods used in laboratories of larval production. First method is
called the "clear water method", and the second method is known as "green water method." For "green water method",
A. franciscana were fed by unialgal and mixed diets from clones of marine microalgae Asterionella japonica, Crypto-
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alimentado con Artemia franciscana la cual a su vez fue alimentada con dietas unialgales y mixtas de microalgas.
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monas sp., Platymonas suecica, Chaetoceros diversus, Chaetoceros gracillis and Tetraselmis suecica. Weight gained
by shrimp M. tenellum fed by A. franciscana who was fed by unialgal diet of P. suecica is greater than weight gained
by M. tenellum using A. franciscana who was fed by mixed diet of C. diversus and P. suecica. Weight gained by M.
tenellum fed by newly hatched nauplii of A. franciscana was lower (in the case of “clear water method”) than weight
gained by M. tenellum fed by A. franciscana grown with unialgal diets of C. diversus and P. suecica.

Keywords: Macobrachium tenellum, culture, Artemia franciscana, microalgae

Introduccion

El grupo Palaemon agrupa al denominado camarén de
agua dulce, el género Macrobrachium, que a su vez integra
varias especies que se distribuyen en América; como Ma-
crobrachium carcinus, Macrobrachium americanum y
Macrobrachium tenellum; sin embargo la especie mas uti-
lizada en actividades acuaculturales es Macrobrachium
rosembergii, llamado el langostino Asiatico por su origen.
De este ultimo se tienen las mayores referencias, por ejem-
plo, una hembra en plena madurez produce entre 80,000-
100,000 huevos, los cuales son incubados a 28° C, durante
20 dias. La larva que nace del huevo pasa por 11 diferentes
estadios y su caracteristica mas importante es que nada con
la parte ventral hacia arriba, se alimenta en condiciones
naturales de microcrustaceos, lombrices y pequefios proto-
zoarios (es totalmente carnivora). En condiciones de labo-
ratorio normalmente se le proporciona nauplios de Arte-
mia. De acuerdo a New y Singholka (1992), una larva con-
sume aproximadamente 50 nauplios, pero debe de existir
una mayor proporcion, ya que las larvas no son capaces de
buscar los nauplios y solo los atrapan cuando estan cerca.

En la actualidad, la falta de prevision y de investigacio-
nes han minimizado la produccién de larvas y/o postlarvas
de este langostino, lo cual hace posible proponer el uso de

otras especies, una de ellas muy abundante en el Estado de
Guerrero, México, el M. tenellum, que de acuerdo a los
estudios realizados por Roman-Contreras (1979), en los
cuerpos de agua de las lagunas de Tres Palos, Mitla y
Chautengo del Estado de Guerrero, la biologia de la pobla-
cion, durante un ano de crecimiento, las hembras y machos
llegan a una longitud promedio de 132 mm y un peso de
28.6 g; posteriormente, Martinez, Chavez y Palomo
(1980), cultivaron larvas silvestres a una densidad de 25
animales/m?, alimentandolos con alimento de pollo con un
porcentaje de 16% de proteina, obteniendo organismos con
una longitud de 24.25 cm y un peso de 440 g, después de 5
meses de cultivo. Estas referencias proporcionan evidencia
para que este organismo pueda ser utilizado como un susti-
tuto de M. rosembergii en monocultivo o como lo hicieron
Navarro y Godinez (1999) en un trabajo de policultivo. El
objetivo del presente trabajo fue determinar el desarrollo
de larvas en condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

Para este trabajo de investigacion, se usaron postlarvas
silvestres de langostino M. tenellum, colectadas en el canal
de la barra de la Laguna de Juluapan en el Estado de Coli-
ma, México, con coordenadas medias al Norte 19°06 18 72
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Figura 1. La Boquita, barra de salida de la Laguna de Juluapan y localizacion de la esta-
cion de muestreo (®) de las postlarvas del langostino Macrobrachium tenellum
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Figura 2. Incremento de peso de Macrobrachium tenellum
alimentados con Artemia franciscana, la cual a su vez fue
alimentada con dietas unialgales comparandola con nau-
plios recién eclosionados.

y Oeste 104°234704, y previamente adaptadas a las condi-
ciones experimentales con una salinidad de 15 g/l y una
temperatura de 27+0.2°C. Posteriormente, las larvas fueron
transportadas al laboratorio, para realizarse los trabajos
posteriores (véase figura 1).

En el laboratorio, las postlarvas fueron aclimatadas
durante 2 horas adicionandoles el 10% del volumen de
agua salada, 30 g/l cada 20 minutos durante 2 horas para
alcanzar una salinidad de 25 g/1, y alimentandolas 24 horas
después de su ingreso.

Posteriormente, se repartieron en acuarios de 60 X 40
X 40 cm (largo: ancho: altura) con una densidad de 30
individuos por tratamiento, pesando en promedio 0.0070 g.
Una vez repartidos los langostinos, se inicid el ensayo ali-
mentandolos con Artemia, la cual podia ser consumida “ad
libitum” por las larvas del langostino.

Para la alimentacion, de Artemia franciscana se usaron
cepas de microalgas marinas Asterionella japonica, Platy-
monas suecica, y Chaetoceros diversus, Tetraselmis sueci-
ca, Chaetoceros gracilis, obteniéndolas mediante cultivos
semicontinuos y usandolas como raciones de dietas unial-

Tabla 1

gales y mixtas (dos cepas), la segunda dieta fue a base de
nauplios de A. franciscana recién eclosionadas.

La Artemia utilizada como alimento para el langostino
se prepard a diario, partiendo de 3.5 g de quistes, mismos
que una vez eclosionados, se alimentaron con dietas unial-
gales o mixtas durante 48 h, proporcionando la mitad de la
porcion a las 24 h y finalmente a las 48 h, mientras que
para el tratamiento sin alimentacién con microalgas, se
eclosion6 cada 24 h 0.7 g, dandolos a diario.

Las biometrias, se realizaron a los 0, 7, 14, 21, y 28
dias. Los organismos se atraparon con el auxilio de una
malla de 500 um de abertura de poro en cada unidad del
tratamiento, se pesaron en una balanza analitica con capa-
cidad de 200 g = 0.0001g, posteriormente se regresaron a
su acuario y se alimentaron.

Se realizo, la prueba estadistica ANOVA de una sola
via, para analizar si existian diferencias significativas con
P=95% entre los diferentes tratamientos, tomando como
referencia el peso de los individuos y usandose el paquete
programa SPSS 10.0 para Microsoft Windows XP, para el
procesamiento de los datos estadisticamente.

Resultados

Los resultados obtenidos durante la fase experimental
del presente trabajo se exponen: a continuacion, para dicha
evaluacion se uso6 el incremento de peso durante 28 dias de
experimentacion, los tratamientos se realizaron por cuadru-
plicado; para evaluar el crecimiento de M. tenellum, se uséd
el peso de los individuos, como se puede observar en la
figura 2, los incrementos de las larvas, fue el resultado de
la alimentacion, usando dietas unialgales de las microalgas
P. suecica y C. diversus. Al mismo tiempo se expone en
(véase figura 2) los resultados de la alimentacion con nau-
plios de A4. franciscana recién eclosionados sin alimenta-
cion a base de microalgas.

La tabla 1 presenta el analisis estadistico practicado a
los datos obtenidos para comparar sus respectivos creci-
mientos.

Ademas se observa en la figura 3 los resultados de las
biometrias de los organismos, evaluando la alimentacion al
usar dietas mixtas, de las microalgas 1. C. gracilis y T.
suecica Ch.g+Tetra), 2. C. diversus y P. suecica

El Analisis estadistico mediante la prueba de ANOVA, mostrd que existen diferencias en la comparacion de los pesos
individuales de Macrobrachium tenellum alimentados con dietas individuales con una P=95%.

FV Suma de cuadrados Gl cula\filigiﬁ)(sje Raé()n Proba;)ilidad
Entre grupos 5.023 2 2.511 5.784 .004
Dentro de grupos 7.685 177 4.342
Total 8.187 179
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Figura 3. Incremento de peso de Macrobrachium tenellum,
alimentados con Artemia franciscana durante 28 dias, Ar-
temia que a su vez fue alimentada con dietas mixtas

(Ch.d+Plat), 3. Asterionella japonica y Chaetoceros diver-
sus(Ast+Ch.d, d), 4. A. japonica y P. suecica (Ast+Plat).

Discusion

La alimentacion del langostino en sus fases larvarias,
después de haber consumido las reservas vitelinas del hue-
vo, al tercer dia son organismos vivos animales, estos son
totalmente carnivororos, no consumen microalgas en su
dieta, por lo tanto el cultivo tradicionalmente de las larvas,
se realiza usando dos métodos el de agua clara que incluye
el uso de nauplios de A. franciscana recién eclosionados, y

para el segundo método, se usan microalgas, esto tiene
varios efectos importantes, algunos de ellos es de proveer
vitaminas y minerales, mantener el cultivo sin sustancias
toxicas, y la acumulacion de productos de desecho como
catabolitos de la alimentacién, principalmente urea, la cual
es transformada por las bacterias en nitratos, las microal-
gas los absorben para formar sustancias organicas funcio-
nales en sus tejidos.

Pérez (2004) observo que las microalgas permiten un
buen desarrollo al usar dietas, unialgales, donde se combi-
na dos cepas, para organismos herbivoros, como A. fran-
ciscana y Euterpe acutifrons, principalmente P. suecica y
la combinacion de C. diversus y P. suecica, reduciendo de
manera importante el tiempo de desarrollo y la mortalidad
de A. franciscana de manera notable.

La figura 4 muestra los datos del peso ganado del lan-
gostino, al ser alimentado con dietas unialgales y dietas
mixtas, en ella se observa que los mejores resultados de las
biometrias fueron para la dieta unialgal a base de P. sueci-
ca, mucho mas eficiente que la dieta a base de C. diversus
y P. suecica, y la dieta usada para alimentacion en muchos
de laboratorios nacionales e internacionales de produccion
de larvas de camarones a base de C. gracilis y T. suecica,
las de menor ganancia de peso fueron para la dietas a base
de nauplios recién eclosionados y de A. japonica y P. sue-
cica, esto permite opinar que no todas las dietas mixtas
funcionan de la misma manera, por lo cual algunas permi-
ten el buen uso de sustancias alimenticias como son car-
bohidratos, proteinas y acidos grasos.

Es muy probable que algunas cepas en vez de aportar
condiciones ricas en nutrientes interfieran con los compo-
nentes de las diferentes especies, ademas observamos que
las dietas donde se usa microalgas como dietas unialgales
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H Platimonas

HmCh, d.
Artemia
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mChg+Tetra
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BAst+Ch d
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Figura 4. Muestra las dietas unialgales, utilizadas para alimentar a Artemia franciscana, que a su vez fue usada para

alimentar al langostino M. tenellum
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Tabla 2

El Analisis estadistico mediante la prueba de ANOVA, mostrd que no existen diferencias en la comparacion de los pe-
sos individuales de Macrobrachium tenellum alimentados con dietas mixtas con una P=95%.

FV Suma de Gl Media de cuadrados Razén Probabilidad
cuadrados F F
Entre grupos 8.00 2 3.000 .853 468
Dentro de grupos 4.080 116 3.517
Total 4.170 119

y/o mixtas, dieron mejores rendimientos en otros micro-
crustaceos. Por lo tanto el cultivo con agua verde es mas
eficiente para lograr mejor crecimiento, lo que es analizado
en las tablas 1 y 2, del analisis estadistico.
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Resumen

El presente es un analisis comparativo sobre la participacion que tienen las Micros, Pequefias y Medianas Empresas
(MiPYMES) del sector comercial en dos ciudades del estado de San Luis Potosi, México, en especifico las ciudades de
Matehuala y Rioverde.

En las unidades de negocios al interior de estas ciudades existen necesidades que de manera urgente que se deben
atender, entre ellas estan: capacitacion en materia de Administracion, Mercadotecnia, Contabilidad y uso de tecnolo-
gias entre otras, enfocadas en mejorar la competitividad, buscando procesos de mejora continua, creatividad e innova-
cion dentro de un marco estratégico.

Con este estudio se busca identificar cudles son las verdaderas necesidades de las MiPYMES de ambas ciudades,
para establecer las estrategias pertinentes para incidir y tratar de solventar dicha problemadtica. Para la obtencion de la
informacion se recurri6 a la realizacion de entrevistas, encuestas y observaciones en los establecimientos comerciales y
de servicios que se ubican en la ciudad de Matehuala y Rioverde del estado de San Luis Potosi, México.

Palabras clave: MiPYMES, Mercadotecnia, Negocios.

Abstract

This is a comparative analysis of participation of Micro, Small and Medium Enterprises (MSME) within commer-
cial sector in the cities of Matehuala and Rioverde at the State of San Luis Potosi, Mexico. These business units have
urgent needs that should be attended. These needs include, as follows: training in management, marketing, accounting
and use of technologies, among others. In the same way, there is a requirement for develop competitiveness, seeking
continuous improvement processes, creativity and innovation within a strategic framework. This study seeks to identi-
fy some real needs of SME’s in both cities, and recognize and establish some appropriate strategies to influence and to
try solving these problems. Information for this study was gathered using interviews, surveys and observations in com-
mercial and service institutions that are located at the cities of Matehuala and Rioverde, State of San Luis Potosi, Me-
xico.

Keywords: MSME, marketing, business
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Introduccion

El presente es un estudio que se realiza en el estado de
San Luis Potosi, México, a uno de los principales motores
econdomicos en el area, como es el comercio.
Especificamente, este estudio se llevd a cabo en las
ciudades de Matehuala y Rioverde del estado de San Luis
Potosi. Ambas poblaciones presentan caracteristicas
similares, desde el aspecto urbano, desarrollo econdémico y
poblacién, entre otras. Se analizaran estas caracteristicas
con la finalidad de identificar el grado de competitividad
de las MiPyMES de ambas ciudades.

De acuerdo a datos de la Secretaria de Economia
(Secretaria de Desarrollo Economico de San Luis Potosi
[SDESLP], 2004) el Estado de San Luis Potosi aportd en
2013 el 1.9% del Producto Interno Bruto de México. Es de
hacer notar que también la actividad econémica del estado
tiene como principal potencial a la mineria, ya que el
Estado de San Luis Potosi es rico en minerales tales como
el cobre, plata, zinc, antimonio, mercurio y estailo, asi
como las industrias, entre las que se encuentran: plantas de
beneficios minerales, entre las que se encuentran el
antimonio; hilados y tejidos y conservas alimenticias, entre
otros. Destaca la industria manufacturera y la metal-
mecanica. Sus principales sectores econodmicos son: el
Agropecuario que representa el 21.30% de la Poblacion
Economicamente Activa (PEA), el Sector Industrial que
representa el 27% y el Sector de Comercio y Servicios que
representan el 51.70%.

Por ello, es importante conocer los determinantes del
desempeiio y la competitividad regional de las MiPyMES
desde una perspectiva mercadoldgica, con el objetivo de
identificar las necesidades y con ello establecer sinergias
de vinculacion entre la academia y el sector comercial-
empresarial de las ciudades involucradas.

Contexto geoeconomico de las regiones de San Luis Potosi

La region del Altiplano potosino se ubica al noroeste
del Estado de San Luis Potosi, México y esta conformada

v il

por 15 municipios. Esta region es considerada como una
de las mas pobres y rezagadas en la entidad debido a
diferentes factores tales como: pocas inversiones y las
condiciones climaticas y geograficas, por solo mencionar
algunas. En la region se ubica la ciudad de Matehuala que
se encuentra en las siguientes coordenadas: 100° 39° de
longitud oeste y 23° 39” de latitud norte, con una altura de
1,570 metros sobre el nivel del mar. Matehuala es la
principal poblacién en la regién, tiene una poblacion de
95,297 habitantes de acuerdo al Censo 2010 realizado por
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI,
2010) y la cuarta en importancia en la entidad. Esta ciudad
ademas es el principal centro de abastecimiento de las
poblaciones de Cedral, Villa de la Paz, Catorce, Vanegas y
la poblacion de Dr. Arroyo, ubicada en del estado de
Nuevo Leodn. Es precisamente debido a esta importancia
de tipo comercial, que se realiza esta investigacion,
enfocada en analizar el desempefio y competitividad de las
MiPYMES en la ciudad de Matehuala (véanse figuras 1 y
2).

La zona Media del estado de San Luis Potosi, México,
estd constituida por 12 municipios y es una zona es
fundamentalmente agricola, de acuerdo a datos de la
Secretaria de Economia del Gobierno del Estado
(SDESLP, 2004). Aqui se genera el 2.0% del valor bruto
de la produccion manufacturera y el principal subsector
manufacturero es la industria alimentaria. En esta zona se
encuentra la ciudad de Rioverde, ubicada en las
coordenadas geograficas 21° 55' 22 latitud Norte y 99° 59'
38 longitud Oeste. Esta ciudad es la principal poblacion de
la region antes citada, tiene una poblacion de 148.536
habitantes (INEGI, 2010), ubicandose como la tercera
ciudad en importancia después de San Luis Potosi capital
y Ciudad Valles, siendo el paso obligado de la capital del
estado hacia la zona de la Huasteca y otros estados como
el sur de Tamaulipas y el norte de Veracruz (véanse
figuras 1 y 2). La actividad principal de la ciudad es el
comercio, derivado de la actividad turistica y de la
agricultura (véase tabla 1).

Mudva Lean

Tacotecsa

[

WRrECna

eduiga

Figura 1. Estado de San Luis Potosi y sus divisiones geoeconéomicas (SDESLP, 2009).
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Tabla 1

Comparativo de actividades

Zonas del Estado Principal actividad

Aqui se genera el 89.5% del valor bruto de la produccién manufacturera. Los principales
subsectores manufactureros son: industrias metalicas basicas; fabricacion de equipo de
transporte, equipo de generacion eléctrica y aparatos y accesorios eléctricos e industria
alimenticia.

Zona Centro

Esta zona es fundamentalmente agropecuaria y fruticola. Aqui se genera el 5.6% del valor
bruto de la produccién manufacturera. El principal subsector manufacturero es: indus-

Zona Huasteca tria alimentaria.

Esta zona es tradicionalmente minera y comercial. Aqui se genera el 2.9% del valor bruto
de la produccion manufacturera. Los principales subsectores manufactureros son: indus-
tria alimentaria, fabricacion de productos a base de minerales no metalicos y fabricaciéon

Zona Altiplano de prendas de vestir.

Esta zona es fundamentalmente agricola. Aqui se genera el 2.0% del valor bruto de la
producciéon manufacturera. El principal subsector manufacturero es la industria alimenta-

Zona Media .
ria.
Fuente: SDESLP (2009)
El INEGI en 2012 publicé los resultados del Indicador En este contexto el ITAEE, indica que dentro de las

Trimestral de la Actividad Econdomica Estatal (ITAEE) actividades terciarias el estado que mas crecid fue Baja
para el trimestre enero-marzo de ese afo. Este indicador  California Sur con 5.4%, el que menos creci6 fue Chiapas
muestra los resultados de los tres grandes grupos de  conun-0.8%. En el caso de San Luis Potosi, se ubico en la
actividades (Primarias, Secundarias y Terciarias) y da un  cuarta posicion con un 2.7%. Este dato es importante
panorama sobre la evolucion economica de las entidades  debido a que el estado sobresale en la actividad comercial,

federativas.

& Tampico

0 Guadalaara

San Felips Onzatién
Figura 2. Ubicacion de las ciudades de Matehuala y Rioverde
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Tabla 2

Clasificacion de las PYMES en México

Tlamati (2014) 5(2), 49-55

Numero de trabajadores

Monto de ventas anuales (mdp)

Tamano Sector
Micro Todas
Comercio
Pequefia
Industria y Servicios
Comercio
Mediana Servicios
Industria

Hasta 10

Desde 11 hasta 30
Desde 11 hasta 50
Desde 31 hasta 100
Desde 51 hasta 100
Desde 51 hasta 250

Hasta $4
Desde $4.01 hasta $100
Desde $4.01 hasta $100

Desde $100.01 hasta $250

Desde $100.01 hasta $250

Fuente: SDESLP (2009)

contribuyendo con ello la competitividad de las
MiPYMES como principales unidades de negocios.

En este sentido se requiere identificar cuales son las
principales necesidades que las MiPYMES presentan en
la region altiplano y como a través de la intervencion de
la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (UASLP)-
Campus Altiplano, se puede incidir de manera
significativa en el mejoramiento de su desempefio y
competitividad.

Las MiPYMES y su importancia econdmica

En México existe una clasificacion de las diferentes
unidades de negocios, (Diario Oficial de la Federacion,
2014), cuyas caracteristicas estan relacionadas de
acuerdo al tamafio, tales como micro, pequefia o0 mediana
empresa (MiPYME) y categorizadas de acuerdo al sector
(comercio, industria y servicio), entre otras (véase tabla
2).

La importancia del estudio de las MiPYMES tanto
nivel nacional como local o regional es debido a que de
acuerdo al INEGI (2012, 2014a, 2014b), en México
existen aproximadamente 4 millones 15 mil unidades
empresariales, de las cuales 99.8% son MiPYMES, y
generan 52% del Producto Interno Bruto (PIB) y el 72%
del empleo en el pais.

Sin embargo dichas unidades de negocios presentan
una serie de problemas, mismos que afectan de manera
significativa a su desarrollo y por consecuencia a su
competitividad (Morales, 2011). De acuerdo con
Alcéntara, Cer6én y Goytortaa (2011), se han identificado
ocho problematicas que afectan al desarrollo y
crecimiento de las MiPYMES.

Materiales y métodos

El tipo de estudio es cuantitativo debido a que se usa
la recoleccion de datos para probar hipotesis con base en
la medicion numérica y el analisis estadistico descriptivo
elaborado para establecer patrones de comportamiento. La
técnica que se utilizd fue la encuesta autoadministrada,
misma que requiere de la participacion del encuestado
llenando el cuestionario o respondiendo a las preguntas de
un entrevistador (Zikmund, 1998). El cuestionario fue de
20 preguntas, estructuradas en 7 bloques (véase tabla 3).

Preguntas de Investigacion

(Cual es el perfil de las microempresas del sector
comercial?

(Los comercios detallistas incorporan practicas de
mercadotecnia?

Tabla 3
Caracteristicas del cuestionario aplicado
BLOQUE TEMA N° de pregunta

1 Datos generales de la empresa 1,234y5
2 Estrategia de precios 6
3 Estrategia de plaza 7
4 Estrategia de promocion 89y13
5 Plan de negocios 10,11y 12
6 Ventajas diferenciales/ necesidad de manual 14,16 ,19y 20
7 Investigacion de mercados 15,17y 18
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Tabla 4

Nivel de estudios de quien toma las decisiones en el negocio

Nivel de estudios Matehuala Rioverde
Sin estudios 5.00% 2.0%
Primaria 8.30% 10%
Secundaria 22.50% 18%
Media Superior o carrera técnica 18.33% 38.7%
Licenciatura incompleta 5.80% 8.7%
Licenciatura completa 36% 20%
Posgrado 4.07% 0.7%

(Las MiPyME:s aplican en la misma proporcion la
Estrategia de Precios?

(Las MiPyMEs aplican en la misma proporcion la
Estrategia de Distribucion?

Las variables independientes

* Numero de empleados

* Edad del microempresario o encargado del negocio
* Afios completos de tiempo en el mercado

* Ingreso semanal de la empresa

* Giro de la empresa

Las variables dependientes

* Estrategia de precios

* Estrategia de plaza

* Estrategia de promocion

* Planeacion del negocio

* Investigacion de mercados

Tabla 5

Estrategia para atraer al consumidor

Para evitar sesgos en la recoleccion de informacion se
aceptd un levantamiento de datos de 2 entrevistas por
manzana habiendo cumplido filtros de ser el encargado o
duefio de negocio y disposicion a aplicacion del
instrumento.

El andlisis de los datos se realizd codificando y
capturando en Excel y realizando analisis de informacion
cruzada. Los datos aqui reportados fueron levantados entre
noviembre y enero de 2012 /2013.

Las unidades de negocios que se seleccionaron fueron:
Abarrotes y perecederos, materiales y ferreteria, papeleria
y regalos, ropa y calzado, muebles y enseres

Resultados

El estudio arrojo datos importantes que desde la vision
empresarial y mercadologica resultan importantes para ser
considerados en la toma de decisiones.

Uno de los primeros resultados tiene que ver con el
nivel de estudios de los duefios o administradores de las
PYMES. En el caso de Matehuala, la mayoria de ellos no
cuenta con estudios (5%), pero también un 36% de ellos

Categorias Rioverde Matehuala
Precio 36,0% 31,7%
Variedad 10.0% 13.3%
Calidad 9,3% 14,2%
Atencion al cliente 252,0% 28:3%
Ubicacion 9,3% 5.0%
Horario 6.0% 1.7%
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Tabla 6

Pregunta a sus clientes sus necesidades

Rioverde Matehuala
SI 54,0% 50,0%
NO 44,7% 50,0%
NR 1,3% 0,0%

cuenta con niveles de licenciatura. En el caso de Rioverde,
la mayoria de los encuestados indicé que cuenta con
estudios de nivel medio superior (38%) y solo el 0.7%
tiene estudios de posgrados.

Estos datos nos proporcionan una idea respecto al nivel
de preparacion que se tiene y como esta situacion puede
beneficiar o afectar la toma de decisiones, sobre todo si
estos estudios estan ligados a un area relacionada con la
administracion, mercadotecnia o negocios (véase tabla 4).

Por otra parte, en el caso especifico de las estrategias
de mercadotecnia que en las MiPYMES se implementan,
se observa que en ambas plazas la estrategia de precio con
mas de un 30%, es una tactica muy importante para la
captacion de clientes, seguida por la atencién al cliente,
cuyos resultados son un poco mas del 28%. En este caso,
en ambas ciudades existe una similitud en el tipo de
importancia de las estrategias de mercadotecnia (véase
tabla 5).

Otro elemento fundamental en la toma de decisiones
relacionadas con el marketing, es el conocimiento que se
tiene de las necesidades de los consumidores con respecto
a productos, precios y necesidades especificas, entre otras.
Este indicador en las dos plazas, advierte la intencion de
conocer dichas necesidades, ya que los resultados indican
que la mitad de ellos si los considera importante y la otra
mitad no (véase tabla 6).

En materia de Sistema de Informacién de Marketing,
se observa en los resultados que la participacion es muy
baja en las unidades de negocios. Mas del 50% en ambas
ciudades no contestaron, indicando que no registran a sus

Tabla 7

Medio por el que registra a sus clientes

clientes y quienes si lo hacen, lo realizan de manera
tradicional en papel y no se apoyan del uso de la
tecnologia (véase tabla 7).

Finalmente, en la categoria de ventas, que es uno de los
elementos fundamentales de los negocios, se observa una
semejanza en lo que respecta al volumen de ventas. Es
importante detectar que no existe una divergencia entre el
tipo de plaza, lo que puede deberse a la situacion
socioeconomica de las regiones y caracteristicas del
mercado (véase tabla 8).

Conclusion

Entre los resultados que se han encontrado se hace
evidente que los duefios de los negocios carecen de
conocimientos en materia de administracion, marketing y
contabilidad. Usualmente, tienen la idea de que las
estrategias que realizan en sus negocios son las indicadas,
no obstante, estas practicas no tienen buenos resultados.

Es evidente que en ambas plazas hace falta de manera
muy significativa, la implementacion de estrategias
conjuntas entre los gobiernos, sectores econdémicos y
académicos, para potencializar el desarrollo de las
MiPYMES y con ello incidir en un mejor desempefio y
competitividad a través de un vinculo permanente entre
estas entidades.

La importancia no solo radica en el beneficio de los
pequetios y medianos empresarios, si no que va mas alla,
es decir, se pueden potencializar las estrategias del
marketing en las ciudades de Matehuala y Rioverde, como
un polo de desarrollo econdmico en la region.

Otro aspecto importante es la participacion de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, a través de sus
dos campus: Altiplano y Zona Media, sobre todo a través
de su Licenciatura en Mercadotecnia y el Centro de
Negocios, en donde se pueden disefiar una serie de
capacitaciones o cursos que vayan enfocados a tratar de
minimizar la problematica presentada.

Las estrategias también pueden implementarse
mediante la docencia, en donde se pueden generar
proyectos académicos con la participacion de docentes y
alumnos, ya sea a través del servicio social o mediante
practicas profesionales, entre otras.

Categoria Rioverde Matehuala
Electronica 18,7% 9,2%
Papel 28,7% 35,0%
Externo 0,0% 0,0%
Otra 0,0% 0,0%
NC 52,7% 55,8%
No 0,0% 0,0%
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Tabla 8

Ventas semanales

Venta semanal Rioverde Matehuala
NR 3.3% 4,2%
Menos $3000 35,3% 36,7%
$3001 a 6000 26,0% 26,7%
$ 6001 a 9000 12,0% 11,7%
$9001 a 12000 9,3% 2,5%
$12001 a 15000 4,7% 5,0%
Mas $§ 15000 9.3% 13,3%

Con estos resultados, se puede justificar la factibilidad
del programa de Licenciatura en Mercadotecnia en las dos
regiones, para atender problemas regionales que requieren
la intervencion de los expertos en el area.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue el de determinar la relacién que existe entre la comunicacion en el ambito
familiar y el suicidio de jovenes adolescentes en la ciudad de Chilpancingo, Estado de Guerrero, México. El estudio
tiene su base tedrica en la comunicacion y los estudios sobre el suicidio como fenémeno social. A través de una meto-
dologia cualitativa se obtiene informacioén acerca de las circunstancias comunicativas familiares que un joven suicida
vivia en el momento de tomar la decision de quitarse la vida, narradas por personas que compartian su ntcleo familiar.

Palabras clave: Comunicacién interpersonal, familia, interaccion, suicidio.

Abstract

This study is focused on determine what kind of relationships are developed between family and adolescents with
intentions to commit suicide at the city of Chilpancingo, State of Guerrero, Mexico. This study has its theoretical basis
in communication and studies about suicide as a social phenomenon. Through a qualitative methodology, information
was collected about family communicative circumstances that a young suicide was living at the time of making the
decision to take his own life, narrated by people who shared his family context.

Keywords: Comunicacion interpersonal, familia, interaccion, suicidio.
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Introduccion

El suicidio es una problematica de las sociedades que
se ha agudizado en las ultimas décadas y aqueja cada vez
con mayor frecuencia a jovenes y adolescentes. El indice
de personas de 14 a 21 aflos que deciden quitarse la vida
ha presentado un crecimiento del 31% durante la primera
década del siglo XXI en la Republica Mexicana (Instituto
Nacional de Estadistica e Informatica [INEGI], 2012).

El resultado del suicidio es destructivo, no solo termina
con la vida del joven sino que tiene serias repercusiones en
la familia y personas cercanas a ¢l o ella. A partir de su
relevancia es que se valoro la necesidad de una investiga-
cion formal que permitiera recabar datos importantes sobre
este tema mas alla de las estadisticas, profundizando en
casos particulares. Esta informacién puede constituir una
base para la creacion de las estrategias pertinentes enfoca-
das a disminuir la frecuencia con que se presentan estos
casos.

Los jovenes forman un sector de la poblacion que en
las clases medias suele ser dependiente de sus padres y
vivir en la casa familiar. Algunos de los problemas mas
comunes que enfrentan estos adolescentes que se encuen-
tran en plena formacion de su personalidad y caracter, tie-
nen lugar en la escuela, con sus grupos de convivencia y
nucleo familiar.

El hogar es el ambito donde se moldea el caracter y se
aprenden los valores, ahi se gestan algunos de los proble-
mas mas graves de las personas y también contribuye a
definir la forma en que se enfrentan a los problemas de sus
ambientes externos, por lo que se infiere que es desde el
entorno familiar donde es posible tomar medidas que con-
tribuyan a frenar el suicidio juvenil en nuestro Estado.

El estudio sobre esta tematica en la capital de Guerrero
esta realizado desde la perspectiva de la comunicacion,
cuyo papel es determinante en todo grupo humano. La
eficacia de la comunicacion entre los jovenes, sus familias
y los integrantes de su entorno social puede ser determi-
nante para descubrir el estado emocional existente entre
los jovenes con intenciones suicidas y poder ayudarlos a
tiempo.

La ausencia de una buena comunicacion puede incidir
negativamente en los jovenes provocando que se retraigan
con sus inquietudes al no saber expresarlas o no contar con
alguien que los escuche; o bien, si en la familia no se ha
formado un clima de confianza y colaboracion entre sus
miembros, enfrentaran en aislamiento cualquier problema-
tica.

Los estadios que los suicidas potenciales atraviesan
podrian ser detectados por sus familiares si durante la prac-
tica diaria de los procesos comunicativos éstos fueran aser-
tivos. De ahi que este estudio es relevante para las familias
guerrerenses, y por ende, de la sociedad en general.

Concepto y tipos de suicidio

El suicidio puede ser conceptualizado como la accion
de quitarse la vida de forma voluntaria. Este acto aparece
en todas las sociedades desde los tiempos mas remotos sin
embargo, a lo largo de la historia y a través de las diferen-
cias culturales ha variado la actitud de la sociedad frente
a sus formas, sus circunstancias y su frecuencia.

En 1897 Emile Durkheim (sociélogo francés) postuld

que el suicidio era un fendmeno socioldégico mas que un
puro acto individualista; propone que hay tres tipos socia-
les de suicidio que se constituyen de acuerdo con las cau-
sas que los producen.

El suicidio egoista es aquel motivado en individuos que
solo piensan en si mismos sin sentido de pertenencia a un
grupo social o con lazos muy débiles entre ambos. La
fuerza que éste ejerce sobre el individuo no es suficiente
para sacarlo de su ensimismamiento y esta individualiza-
cion lo lleva a la tristeza y a la melancolia.

Por lo contrario, el segundo tipo de suicidio, denomina-
do suicidio altruista, se produce cuando un individuo tiene
tan en alto a su grupo de pertenencia que es capaz de anu-
lar su instinto de conservacion por el bien de ese grupo y
da la vida por é€l.

El suicidio andémico es el tercer tipo propuesto por
Durkheim, es el que se relaciona con las fases del ciclo
econdmico. Segun las estadisticas existe una tendencia al
aumento de la frecuencia de los suicidios en los periodos
de crisis econémica y en las fases de gran prosperidad
(Durkheim, 1912).

Fases del suicidio

Esta investigacion busca hacer aportaciones para la
prevencion del suicidio, por lo que resulta pertinente iden-
tificar las distintas fases entre la primera intencion y el acto
mismo (Ortuno Sanchez, 2010), como sigue:.

a).- Fase ideativa: Tiene la idea que aparece y desapare-
ce, como una ocurrencia. Siguen apareciendo vivencias
que motivan la paricion de la idea.

b).- Fase deliberativa: Analiza los pros y los contras de
esa idea. Comienza a considerar la idea. Esta fase puede
durar dias, meses o afios. Lo habitual es de semanas a me-
ses.

c).- Fase decisiva: El sujeto toma la decision de suici-
darse. Ha evaluado todo y llega a la conclusion “yo me
quiero suicidar”. Luego que tom¢ la decision de suicidarse
entra en un periodo de calma. Las tres primeras fases son
de mucha angustia hasta que llega la decision, una vez
decidido, se tranquiliza.

d).- Fase dilatoria: Corresponde al periodo de calma,
cuando se tranquiliza, ya sabe lo que va a hacer. Esta fase
es de duracion variable, habiendo hechos que lo adelantan
a la siguiente fase.

e).- Fase operativa: Es toda la maniobra que hace el
sujeto para ejecutar el suicidio. Es todo lo previo que hace
al acto suicida, como prever que va a hacer con sus bienes
y como hacerlo para que no se den cuenta de su decision
de suicidio e intenten disuadirlo o impedirlo.

f).- Fase ejecutiva: Ejecuta la accion concreta.

Comunicacion

Comunicacion es el proceso de transmision y recepcion
de informacion que responde a una necesidad del hombre
para dar a conocer sus experiencias, sentimientos, emocio-
nes y de esta manera convertirse en un ser social, no aisla-
do.

La palabra comunicacion viene del latin communis =
comun, de aqui se deriva que el comunicador desee esta-
blecer una comunidad de informacién con otro receptor.

Existen diferentes conceptualizaciones del término co-
municacion, los recogeremos de forma sencilla y diremos
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que la comunicacion: “es la transmision de informacion y
entendimiento, mediante el uso de simbolos comunes. Es-
tos simbolos comunes pueden ser verbales o no verbales”.
(Gibson: 2000).

El éxito de la transferencia de informacion depende, en
gran medida, de la naturaleza y de la calidad de la informa-
cion recibida y esto, a su vez, depende de la naturaleza y la
calidad de la relacion entre las personas implicadas.

Vander propone que las ca-racteristicas que deberian
formar parte de una definicion del concepto de comunica-
cion deberian ser:

a) se trata de un proceso intencional, interactivo y dina-
mico;

b) que pretende transmitir un mensaje desde un emisor
que codifica una idea un receptor que es susceptible de
decodificarla;

¢) que para la transmision del mensaje utiliza una enor-
me diversidad de estimulos tanto verbales como fisicos;

d) que se trata de un proceso enormemente mediatizado
por las experiencias de aprendizaje tanto del emisor como
del receptor del mensaje y e) que es susceptible de verse
modificado en funcidn de la situacion en que se transmite
el mensaje (Vander, 1986).

Comunicacion interpersonal

De forma muy resumida, se puede definir la comunica-
cion interpersonal como el contacto verbal o no verbal que
se establece entre dos o mas personas donde se produce un
intercambio humano de infor-macién, ideas, actitudes y
emociones (Vander, 1986).

En una relacion asertiva los participantes hablan abierta
y honestamente de situaciones cotidianas, asuntos persona-
les o que atafien a todos o a alguno en particular, etc.

Comunicarse entre los integrantes de un grupo no es
solo transmitir palabras sin una razon aparente, es dedicar
una parte del tiempo para compartir momentos e instantes,
es escuchar al otro y tratar de comprenderlo, animarlo,
orientarlo, sorprenderlo, etc.

Dos de las diferencias basicas entre los individuos son
la personalidad y la percepcion. Estas diferencias hacen
que las personas se comporten de manera distinta ante los
demas en situaciones diferentes, lo que puede conducir a
desacuerdos, pero un flujo de comunicacioén constante pue-
de lograr una solucion antes de que afecten la relacion.

En un estudio de psicologia social, estrechamente rela-
cionado con la comunicacion, Heider (1958) analiza las
formas en que las personas infieren o atribuyen las causas
de la conducta de los otros durante la comunicacion inter-
personal, y como esto los afectados por ello.

Metodologia

Esta investigacion se propuso determinar la relacion
entre la comunicacion que un joven sostenia en su entorno
mas cercano y la determinacion de quitarse la vida, par-
tiendo de la premisa de que el nivel de asertividad de esa
comunicacion era bajo o nulo, por lo que las personas de
su entorno no pudieron identificar el malestar y la depre-
sion por la que atravesaba. Es de corte cualitativo, es decir,
no pretende medir numéricamente los datos para hacer
generalizaciones;, las investigaciones cualitativas exploran
y describen el fenomeno estudiado, pretenden explicarlo
(Hernandez Sampieri, 2010) Para la recoleccion de los se

realizaron las siguientes actividades y técnicas:
Investigacion documental

A través de la revision bibliografica, se busco informa-
cion clave para la investigacion, en libros, internet y otros
documentos.

Investigacion de campo

Se realizaron 5 entrevistas a profundidad. Las unidades
de analisis fueron dos: integrantes del nucleo familiar del
joven suicida, y adolescentes amigos de los suicidas. La
familia no fue seleccionada por los investigadores, fue la
unica que estuvo dispuesta a hablar sobre el tema.

Para llegar a ella, se identifico a un total de 52 jovenes
y adolescentes de nivel medio superior, 29 mujeres y 23
varones, que dijeron conocer el caso de suicidio de una
persona joven y cercana. De los casos relatados, en 8 hubo
mas de una persona hablando sobre el mismo suicidio. El
total de casos sobre los que se habld fueron 26. De éstos,
16 fueron mujeres y 10, varones. La hermana de uno de los
varones fue una de las personas que se interesaron por par-
ticipar en una entrevista. Al final, solo su familia y tres
adolescentes permitieron la entrevista.

Resultados

En las entrevistas a profundidad realizadas a los tres
adolescentes se llegd a obtener la descripcion de situacio-
nes comunes entre los casos, aunque ninguna situacion fue
comun a todos. Destaca lo siguiente:

Los espacios en que habia una mayor interaccion entre
los miembros de la familia, estaban ligados a los horarios
en que acostumbraban tomar los alimentos. Las conversa-
ciones giraban en torno a las actividades de uno o de los
dos padres, noticias y criticas a otros familiares y llamadas
de atencion, atin en presencia de amigos y no se acostum-
braba hablar sobre temas concernientes a los hijos de la
familia. No existian momentos de interaccion familiar por
cuestiones laborales de ambos padres o actividades de los
hijos fuera del hogar. Los momentos de discusion eran fre-
cuentes y se terminaba con altos volumenes de voz, actitud
agresiva y palabras altisonantes.

Los jovenes entrevistados que formaban parte del grupo
de convivencia cercano al suicida aseguraron que los senti-
mientos de vergiienza, tristeza, rechazo y decepcién no
eran comentados abiertamente, pero en muchas ocasiones
eran evidentes o detectables. En dos de ellos se apreciaron
fuertes sentimientos de culpa por no haberse involucrado
mas en los problemas emocionales de sus amigos. El terce-
ro dijo que siempre insistio en que le dijera qué sentia, pero
nunca pudo lograrlo, y por el contrario, comenzo a alejarse
hasta pocos dias antes de su muerte en que lo percibia de
buen dnimo.

Se contactaron seis de las familias que perdieron a un
integrante por este motivo y se logrd entrevista con una de
ellas, la de un varén de 16 afios. Se obtuvo la siguiente
informacion.

En el caso del varon, se entrevistd a la madre y a una
hermana dos afios mayor. La madre dijo que tanto ella co-
mo su esposo se negaron a dialogar con su hijo cuando ¢l
les pidi6 hablar, porque estaban seguros de que iba a confe-
sarles que era homosexual y no querian que lo externara
con la esperanza de que fuera una confusion pasajera y que
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nunca imaginaron que la situacién lo llevara a tomar esa
decision. La hermana dijo que lo supo desde que eran muy
pequefios pero nunca hablé con su hermano al respecto
porque no sabia qué decirle.

La comunicacion al interior de la familia era, en pala-
bras de las entrevistadas, “normal”, por esa normalidad se
entendia un tipo de comunicacién funcional que se llevaba
a cabo para las tareas diarias, para comentar alguna noticia,
pero no mencionaron temas como sentimientos, estados de
animo, deseos, temores o cualquier otro de tipo personal.
Incluso después del fallecimiento, el punto de vista es que
fue su homosexualidad la que lo llevo a tomar esa decision,
no conceden importancia a factores como el manejo que ¢l
hacia de su orientacidon sexual, su necesidad de ser escu-
chado o de apoyo y consejo.

Conclusiones

El desconocimiento que las personas allegadas a los
suicidas tienen sobre las causas particulares que llevaron a
cada uno de los jovenes a quitarse la vida, o la falta de cer-
teza sobre las mismas, permite concluir que no pudieron o
supieron como comunicar aquello que los aquejaba, o bien,
no tuvieron con quien hacerlo y por lo mismo se perdio la
posibilidad de que recibieran ayuda.

A través de la informacion obtenida en las entrevistas a
profundidad, es posible inferir que la premisa planteada
resulta positiva, dado que los problemas que se pudieran
presentar en la vida del adolescente, se ven agravados por
una comunicacion deficiente o nula en el hogar, un senti-
miento de ser ignorado o rechazado por los integrantes de
su nucleo familiar.

En la propuesta de Durkheim tendriamos que ubicarlos
como suicidios egoistas debido a la desvinculacion de ellos
como individuos frente a sus grupos sociales. En nuestro
contexto la palabra egoista tiene una connotacion negativa
que nos lleva a pensar en individuos desinteresados de su
familia, grupo de amigos, compaiieros, etc., no obstante, se
debe considerar que los sujetos en cuestion son adolescen-
tes cuya personalidad ain se encuentra definida, y cabe
preguntarse por quién y como se inicia esa desvinculacion
que esta en todo relacionada con la comunicacion entre las
personas de esos grupos.

La mala comunicacion con los adultos de la familia
puede llevar al joven a ser mas vulnerable a las agresiones
de sus otros grupos de convivencia. Heizer observa que las
personas infieren las causas de la conducta de los otros
durante su comunicacion, por lo tanto, si el joven es igno-
rado y en su comunicacion no hay interés en lo que ¢l tenga
que decir, es probable que lo interprete como falta de amor,

de aprecio y de interés en su persona, por lo que puede
entrar en aislamiento y tener menos oportunidades de reci-
bir ayuda.

Partiendo de que la comunicacion no se limita a la ex-
presion de las ideas a través de las palabras, el lenguaje no
verbal puede ser decodificado por un padre alerta: “lo que
no se dice, se expresa”, sin embargo, debe haber concien-
cia de parte de los padres de que deben buscar en sus acti-
tudes, gestos y movimientos, lo que ellos no se atreven o
no desean expresar.

El suicidio es un hecho que se puede prevenir si se
detecta a tiempo, la comunicacion con la familia puede
ayudar en estas situaciones, pero como vimos, la falta de
ésta provocd que sus familias no identificaran el cuadro
depresivo que suele acompafiar a las tendencias suicidas
en sus primeros estadios.

Una propuesta seria una campana
preventiva en la que se dieran a conocer:

informativa-

* Los sintomas que presenta un suicida potencial
* La importancia de la comunicacion intrafamiliar

* Los indices de suicidio juvenil a partir de las tltimas 3
décadas.

El objetivo es que esta informacion sensibilice a las
familias para que presten mayor interés en la conducta de
sus hijos, busquen el didlogo y estrechen sus vinculos con
ellos, a fin de prevenir un evento tan desafortunado.
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Resumen

El inicio de la era gendémica ha conducido a la investigacion por el camino del desarrollo de vacunas contra garra-
patas y como resultado, se han conducido una gran variedad de estudios enfocados a la identificacion de nuevos antige-
nos blanco para el desarrollo de vacunas. El analisis computacional ha facilitado esta labor, ya que las herramientas
bioinformaticas y la disponibilidad de las bases de datos publicas, como la del National Center for Biotechnology In-
formation [Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia ] (NCBI), ha concentrado la informacién dispersa en una
red sistematizada, con lo que es posible invertir el proceso de identificacion de las proteinas antigénicas a una estrate-
gia directa de vacunologia reversa.

Los retos actuales también incluyen el desarrollo de nuevas vacunas a partir de péptidos recombinantes y sintéticos,
derivados del analisis in silico de las secuencias de genes, en lo que un enfoque genémico, nos proporcionara una nue-
va perspectiva y una mejor maquinaria de analisis para el mejoramiento de antigenos existentes y el descubrimiento de
nuevas moléculas blanco para el desarrollo de vacunas contra las infestaciones por garrapatas, que nos ayuden a prote-
ger al ganado vacuno de las infestaciones, a mitigar el fendmeno de la resistencia a los acaricidas, a reducir el uso de
ixodicidas, a disminuir los decesos producidos por las enfermedades que transmiten y la contaminacién ambiental y
ademas, contribuir a la produccion de alimentos inocuos.

Palabras clave: Resistencia a acaricidas; Boophilus microplus; vacunas contra garrapatas

Abstract

Emergence of Genomic age has led research into the path for tick vaccine development. As a result, a large variety
of studies have been carried out in order to identify new target antigens for vaccine development. Computational analy-
sis have made this work easier, since bioinformatics tools and availability of public databases, such as National Center
for Biotechnology Information (NCBI), have help to spread out data into a systemic network, where it is possible to
reverse the process of antigenic protein identification, as an straightforward strategy of reverse vaccinology. Current

Como citar el articulo:
Dominguez-Garcia, D. I, Ortiz-Estrada M., Torres-Guzman, F. y Rosario-Cruz, R. (2014). La genética reversa y el
desarrollo de vacunas contra la garrapata del ganado vacuno Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Tlamati, 5(2),60-65.
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challenges also includes new vaccine developments based on synthetic or recombinant peptides, derived from the in
silico analysis of gene sequences, Therefore, genomic approaches will provide a new perspective and a better screening
engine for improving existing antigens and discovering new targets for vaccine development. Vaccination of cattle in
order to prevent cattle tick infestations is a feasible and promising approach to protect animals against ticks and tick
borne diseases, as well as reduction of environmental pollution and production of safe food for human consumption.

Key words: Acaricide resistance; Boophilus microplus; Tick vaccines

Introduccion

Las enfermedades parasitarias representan un proble-
ma de importancia global en el contexto de un mercado
globalizado, debido a que la apertura comercial y los tra-
tados de libre comercio han traido como consecuencia la
libre exportacion e importacion de animales y productos
derivados de ellos y de manera concomitante, la libre cir-
culacion de patdgenos, mismos que afectan la salud ani-
mal y humana, afectando la inocuidad alimentaria (Food
and Agriculture Organization [FAO], 2003).

Los parasitos pueden ser internos (endoparasitos) 6
externos (ectoparasitos), por ahora, solo haremos referen-
cia a los ectoparasitos, especificamente a la garrapata Rhi-
picephalus microplus, debido a los recientes problemas de
resistencia multiple a los ixodicidas. Ante esta situacion,
los diferentes grupos de investigacion en México y en el
mundo, se han interesado en la busqueda de alternativas
tales como: los extractos de plantas con actividad ixodici-
da (Martinez, Rosario-Cruz, Castillo Herrera, Flores Fer-
nandez, Alvarez y Lugo Cervantez, 2011), proteinas re-
combinantes potencialmente utiles para el desarrollo de
vacunas que ofrezcan una alternativa para el control de las
infestaciones causadas por R. microplus (Prudencio, Ma-
rra, Cardoso y Goulart, 2010).

La buisqueda y el descubrimiento de nuevas proteinas
potencialmente ttiles para el desarrollo de vacunas recom-
binantes han sido el resultado del descubrimiento de nue-
vas tecnologias, asi como el nacimiento de nuevas areas
del conocimiento que se han desarrollado de manera para-
lela como la Bioinformatica y la genomica funcional
(Jensen, de Miranda Santos y Glass, 2007). En el caso
especifico de R. microplus, la integracion de estas areas
del conocimiento han permitido innovar y redescubrir
nuevas lineas de investigacion, asi como realizar grandes
avances en los enfoques de genética y vacunologia rever-
sa, lo cual ha facilitado el uso de los genomas de diversos
organismos con la finalidad de encontrar nuevas alternati-
vas utiles para el desarrollo de vacunas (Kongsuwan,
Josh, Zhu, Pearson, Gough y Colgrave, 2010).

Importancia de las garrapatas R. microplus

Las garrapatas son el grupo de vectores de patdogenos
mas importante que causan enfermedades a animales sal-
vajes y domésticos (de la Fuente, Estrada-Pena, Venzal,
Kocan y Sonenshine, 2008). Especificamente, la garrapata
del ganado vacuno R. microplus es endémica y dafia a la
produccién ganadera en las regiones tropicales y subtropi-
cales del mundo (Estrada-Pefia, Garcia y Sanchez, 2006).
Es la especie de mayor importancia econdémica y sanitaria
debido a su amplia distribucion, capacidad vectorial, sus
habitos hematofagos y la cantidad de bovinos que afectan
(Guerrero, Bendele, Chen, Li, Miller, Pleasance, Varhol,

Rousseau y Nene, 2007).

El control de las poblaciones de garrapatas y las enfer-
medades que transmiten en los paises con economias
emergentes de America Latina, es una necesidad imperante
debido a las millonarias pérdidas econémicas que ocasio-
nan (de la Fuente et al., 2008). El uso de compuestos qui-
micos con efecto garrapaticida es la principal herramienta
disponible para el combate de las garrapatas (George,
Pound y Davey, 2004). Los garrapaticidas han sido utiliza-
dos de manera intensiva, esto combinado con la plasticidad
de los genomas de los acaros, ha conducido de manera
inevitable al desarrollo de la resistencia a las diferentes
familias de acaricidas (Rosario-Cruz, Almazan, Miller,
Dominguez-Garcia, Hernandez-Ortiz y de la Fuente,
2009), y en muchos de los casos a la aparicion de la resis-
tencia multiple, aunado al impacto ambiental producido
por la contaminacién del suelo, subsuelo y del manto frea-
tico, asi como el efecto sobre otras especies de artropodos
benéficos y la contaminacion de los productos como leche
y carne para consumo humano (Jongejan y Uilenberg,
2004).

El desarrollo de la seleccion de lineas de garrapatas
resistentes ha puesto de relieve la mayor inconveniencia
del uso indiscriminado y el uso de mezclas de acaricidas
(Rosario-Cruz et al. 2009). Como consecuencia, la vida
util de los productos en algunas regiones del norte de Mé¢-
xico se ha reducido a tal grado que ya no representan una
alternativa de control, por lo que nuevos enfoques han sido
utilizados para la busqueda de inmunédgenos potencialmen-
te utiles para el control de las poblaciones de R. microplus
(Almazan, Lagunes, Villar, Canales, Rosario-Cruz, Jonge-
jany de la Fuente, 2010).

Vacunas contra R. microplus

El desarrollo de vacunas durante la era pre-gendmica
estuvo basada en el uso de organismos muertos, vivos 6
atenuados y/6 el uso de proteinas sub-unitarias purificadas
a partir de extractos obtenidos de los organismos de interés
(Kay y Kemp, 1994).

Para desarrollar este tipo de vacunas es necesario un
paso critico, la identificacion y la purificacion de las pro-
teinas de interés. En este caso en particular se reconoce a
un antigeno como protector, siempre que al ser suministra-
do al huésped, sea capaz de inducir proteccion contra el
desafio subsecuente en contra del microorganismo, parasi-
to 6 plaga en cuestion (Willadsen, 2008).

El enfoque empirico para el desarrollo de vacunas
subunitarias incluye varios pasos: a) el cultivo del parasito,
microorganismo 6 plaga que se quiere controlar, b) El ana-
lisis y purificacion de sus componentes, c¢) la identificacion
de los antigenos que posean las caracteristicas inmunogé-
nicas requeridas para el desarrollo del producto y d) El
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desafio subsecuente con el agente infeccioso ¢ plaga con-
tra la cual se quiere elaborar la vacuna, en un modelo ani-
mal apropiado, para evaluar las caracteristicas inmunogé-
nicas de esta tecnologia (Mulenga, 2000; Willadsen,
2004).

Esta metodologia tiene dificultades inherentes al pro-
ceso de purificacion e identificacion de las fracciones que
poseen las caracteristicas antigénicas Optimas para el
desarrollo de la vacuna, y la disponibilidad del macro 6
microorganismo que se quiere controlar mediante esta
herramienta biotecnologica, ya que la produccion de la
vacuna se ve seriamente limitada cuando el organismo
blanco no se puede cultivar facilmente (Willadsen, 2008).
Existen otros inconvenientes que tienen que ver también
con la Biologia del organismo blanco, por ejemplo, en
algunos casos las proteinas mas abundantes no necesaria-
mente son inmunoprotectoras, ¢ es posible que los antige-
nos expresados durante la infeccion in vivo ¢ la infesta-
cién segun sea el caso, no sean las mismas que las que se
expresan durante el cultivo in vitro. El cultivo puede no
ser el caso de la garrapata R. microplus ya que en este
caso, la garrapata no se puede cultivar in vitro pero se
puede reproducir con relativa facilidad (Nuttall, Trimnell,
Kazimirova y Labuda, 2006).

La genética reversa y el desarrollo de vacunas recombi-
nantes

La era post-gendmica ha traido nuevos enfoques en la
investigacion y estudio de los genomas de organismos de
interés en diversas areas de la salud humana y veterinaria,
uno de estos nuevos enfoques es la vacunologia reversa, la
cual esta basada en la busqueda de genes depositados en
las bases de datos generadas por los grupos de investiga-
cion dedicados al desciframiento de los genomas de orga-
nismos diversos (Jensen et al., 2007; de la Fuente et al.,
2008).

La busqueda de nuevos antrigenos vacunales en la era
post-gendmica, comienza con la investigacion in silico de
la informacion del genoma del organismo de interés 6 de
genes especificos, a los cuales mediante el uso de progra-
mas bioinformaticos especializados se les puede asignar
desde la funcién putativa de la proteina hasta la prediccion
de las caracteristicas de las secuencias antigénicas poten-
cialmente utiles para el desarrollo de vacunas (Prudencio,
Marra, Cardoso y Goulart, 2009). Estas secuencias de
genes pueden ser analizadas para posteriormente ser am-
plificadas mediante técnicas de sintesis in vitro de acidos
nucleicos, comunmente conocidas como Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction
[PCR]). Los productos de amplificaciéon por PCR a partir
de plantillas de acidos nucleicos (DNA genémico 6
cDNA) provenientes del organismo de interés, pueden ser
clonados y expresados en vectores cuyas caracteristicas
pueden variar dependiendo del interés del estudio ¢ inves-
tigacion (Nijhof, Balk, Postigo y Jongejan, 2009). Este
enfoque denota las bondades del sistema en su conjunto,
ya que no se requiere hasta este punto, el mantenimiento
del organismo vivo, lo cual es ya un ahorro en términos
del tiempo y del trabajo invertido, aunque el éxito del
proceso, todavia depende de la exactitud con la que se
pueden predecir las caracteristicas del antigeno, lo cual
depende del algoritmo utilizado por el programa

(Andreotti, Pedroso, Caetano y Martins, 2008). Esto es un
problema, ya que algunas proteinas aun cuando comparten
las caracteristicas estructurales y biologicas, carecen de
una semejanza obvia en la secuencia y por esta razon el
descubrimiento de antigenos verdaderamente nuevos pue-
de frustrarse ya que la antigenicidad de una secuencia se
puede codificar de una manera tan sutil que puede no ser
identificada por la sola alineacion de la secuencia, debido a
esa carencia de semejanza con los antigenos de proceden-
cia conocida (Freemen, Davey, Kappmeyer, Kammlah y
Olafson, 2010). Este problema estan siendo subsanado por
el desarrollo de la bioinformatica y se han inventado nue-
vos algoritmos capaces de identificar y predecir cuales son
las regiones mas antigénicas codificadas en la secuencia de
un gen, con esta informacién se puede amplificar, clonar y
expresar solo la region de interés del gen, reduciendo sig-
nificativamente el tiempo que se dedicaria a la investiga-
cion, para identificar un antigeno nuevo.

Perspectivas del desarrollo de vacunas contra R. mi-
croplus

El desarrollo de vacunas contra las garrapatas que afec-
tan al ganado vacuno en las unidades de produccién orien-
tadas a la produccion de carne, leche y de doble propésito,
se vislumbra como un método de control que promete, ser
una alternativa viable para mejorar la salud animal, abatir
la contaminacion ambiental y contribuir con la inocuidad
de los alimentos derivados de este tipo de unidades de pro-
duccion (Prudencio et al., 2010).

Historicamente el estudio de las proteinas de garrapatas
para desarrollar inmunoégenos, han sido los antigenos que
participan en la interfase hospedador-parasito y que actual-
mente estan siendo redescubiertos a partir del analisis de
los mapas protedmicos de la saliva (Zivkovic, Esteves,
Almazan, Daffre, Nijhof y Kocan, 2010). Sin embargo la
experiencia observada en la interaccion entre la garrapata y
su hospedador, no parece arrojar evidencias de proteccion
ya que las infestaciones naturales en condiciones de cam-
po, no inducen una respuesta inmune sélida, aun cuando se
infestan reiteradamente, hasta tres veces por aflo durante
toda la vida del animal.

El desarrollo de vacunas que ha tenido mas éxito son
las vacunas que han sido derivadas de los intestinos de la
garrapata (de la Fuente et al., 2007), a partir de los cuales
se han analizado las proteinas ancladas a la membrana de
las células intestinales, los ejemplos clasicos son las vacu-
nas Tickgard producida en Australia (Odongo, Kamau,
Skilton, Mwaura, Nitsch, Musoke, Taracha, Daubenberger
y Bishop, 2009) y la vacuna Gavac producida en Cuba
(Vargas, Montero, Sanchez, Pérez, Valdés, Alfonso, Jo-
glar, Machado..., 2010) las cuales son elaboradas a partir
de los genes homologos de una cepa de R. microplus aus-
traliana y cubana respectivamente denominados como
BmS86, en Australia y Cuba y como Bm95 en Argentina
(de la Fuente et al., 2000; Canales, de la Lastra, Naranjo,
Nijhof, Hope, Jongejan y de la Fuente, 2008). A partir de
estas observaciones se publicaron diferentes grados de
susceptibilidad a la vacunacion asociados con las variacio-
nes en la secuencia del gen Bm86 (Kopp, Diaz, Amacker,
Odongo, Beier, Nitsch, Bishop y Daubenberger, 2009;
Canales, Almazan, Naranjo, Jongejan y de la Fuente,
2009).
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Conclusiones

Los resultados de los experimentos utilizando el gen
Bm95, sugirieron que era un antigeno universal que resol-
vi6 el problema de las poblaciones susceptibles y resisten-
tes a la vacunacion con el antigeno original, sin embargo
lo que es claro es que la diferencia realmente fue el uso de
un gen nativo local, ya que el alineamiento de la secuencia
del gen Bm95 con las secuencias de Bm86, demuestran
que se trata de una variante del mismo gen. De esto se
desprende la importancia de utilizar antigenos nativos
para mejorar la eficiencia de las vacunas contra infestacio-
nes por garrapatas, especialmente cuando se trata de vacu-
nas basadas en la secuencia de un solo gen.

La vacunologia reversa es el area del conocimiento
que mas ha contribuido al descubrimiento y la innovacion
de nuevos enfoques en la investigacion de nuevos antige-
nos vacunales para el control de las garrapatas que afectan
a la ganaderia bovina. Sin embargo, el conocimiento de
los genomas de garrapatas aun es limitado ya que en el
caso particular del genoma de R. microplus aun no se ha
completado y el acceso a los bancos de informaciéon se
limita a lo que se ha descifrado de manera parcial. Por
esta razon es necesario impulsar proyectos para descifrar
el genoma de las garrapatas ya que este tipo de avances en
la investigacion, impactara de manera directa el descubri-
miento de nuevos genes Utiles para el desarrollo de vacu-
nas recombinantes.

La integracion de la Bioinformatica, la Genética Mole-
cular y la Genomica Funcional han innovado y redescu-
bierto nuevas lineas de investigacion que han permitido
realizar grandes avances con base en la mineria de datos
mediante los enfoques de genética y vacunologia reversa,
lo cual ha permitido hacer uso de los genomas de diversos
organismos con la finalidad de desarrollar nuevos produc-
tos ttiles para el desarrollo de vacunas y de sistemas diag-
nostico.

El uso de la bioinformatica y la genémica nos permiti-
ra utilizar la secuencia de los genes que ya se encuentran
en las bases de datos para el desarrollo biotecnoldgico de
nuevas vacunas recombinantes, redisefiadas por ingenieria
genética, para el mejoramiento de las vacunas ya existen-
tes. La elaboracion de vacunas utilizando cepas nacionales
y/6 locales, establecera la diferencia de un excelente siste-
ma de control integrado en un futuro cercano.

El futuro en el campo del desarrollo de las vacunas
cada vez es mas corto, y los alcances de la tecnologia mo-
derna en el campo de la gendmica cada vez mayores, el
aterrizaje del conocimiento con respecto al desarrollo de
esta herramienta para el control de garrapatas estd muy
cerca de rendir frutos por la lista creciente de nuevos anti-
genos descubiertos, aunque el campo aun representa un
reto para la comunidad cientifica de México y del mundo.

El uso de vacunas contra las garrapatas se vislumbra
como un método de control que promete ser una alternati-
va factible para mejorar la salud animal, abatir la contami-
nacion ambiental, y promover la produccion de alimentos
inocuos con lo cual se contribuye al desarrollo de una
ganaderia sustentable, amigable con el ambiente y con la
salud humana.
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Resumen

Los biosurfactantes (BS) son moléculas anfifilicas de origen bioldgico con propiedades similares a los surfactantes
sintéticos, es decir, con capacidad de reducir la tension superficial del agua en la interface y llegan a formar estructu-
ras agregadas denominadas micelas. Existe una gran diversidad de BS en la naturaleza, de los cuales se destacan los
producidos por el género Pseudomonas sp. Este grupo de bacterias tienen la capacidad de sintetizar diferentes tipos de
biosurfactantes. Se han aislado y reportado diversas especies de Pseudomonas sp en diversos nichos ecoldgicos con la
capacidad de producir BS, los mas producidos por este género son los glicolipidos y los lipopéptidos ciclicos (CLP’s),
entre otros. Es por ello que en este trabajo se presenta una revision actualizada sobre la produccion, biosintesis, méto-
dos de obtencion, purificacion y usos potenciales de los biosurfactantes producidos por las diferentes especies del gé-
nero Pseudomonas.

Palabras claves: biosurfactantes, Pseudomonas sp, produccion y regulacion

Abstract

Biosurfactants are amphiphilic molecules from biological origin with similar properties as the synthetic surfactants
with the capacity of reducing surface tension from water at the interface and they are able to form structures of aggre-
gation called micelles. A wide diversity of biosurfactants (BS) are found in nature. From this diversity, Pseudomonas
sp. genre are highlighted as a producer of BS. This group of bacteria has the capacity of synthesize different types of
biosurfactants. Different Pseudomonas sp. species has been isolated from different ecological niches. Glicolypids and
cyclic lipopeptides (CLP) among others, are produced by these genra. This is a review about production, biosynthesis,
extraction and purification methods, and potential uses of produced biosurfactants from different species from Pseudo-
monas.
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Introduccion

Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas de origen
biolégico con propiedades similares a los surfactantes sin-
téticos, es decir, con capacidad de reducir la tension super-
ficial del agua en la interface y a concentraciones mayores
a la concentracion micelar critica producen agregados de-
nominados micelas (Rosen, 2004). Debido a estas propie-
dades, las moléculas de los biosurfactantes se ubican en la
interface de fluidos como son los sistemas aceite-agua y
aire-agua (Stoyanov, Rehage y Paunov, 2003). Ademas, la
presencia de biosurfactantes en un medio acuoso favorece
la solubilidad y la biodisponibilidad de compuestos organi-
cos, siendo ésta una de sus principales propiedades para su
aplicacion en el area de la biotecnologia ambiental en el
campo de la biodegradacion de contaminantes (Liu, Laha y
Luthy, 1991). Ademas se ha reportado también que poseen
actividad antibacterial, anti-fungica, anti-tumoral, anti-
micoplasmica y anti-viral (Makkar y Cameotra, 2002;
Singh y Cameotra, 2004). Son producidos extracelular-
mente o forman parte de la membrana celular de una am-
plia variedad de microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras) (Gautam y Tyagi, 2006, Rhaman et al., 2009)
mostrando una amplia variedad en su estructura quimica,
entre las cuales destacan los glicolipidos, lipopéptidos,
lipoproteinas, acidos grasos, fosfolipidos, lipidos particula-
dos y poliméricos (Lang, 2002., Mulligan, 2009). Los bio-
surfactantes difieren de los surfactantes quimicos ( general-
mente derivados del petroleo) por su baja toxicidad, pre-
sentan mayor compatibilidad con el ambiente y son alta-
mente especificos en su accion (Nitschke, Costa, Haddad,
Gongalves, Eberlin y Conteiro., 2005ab., Gautam y Tiagy,
2006, Mukherjee, Das y Sen, 2006). Varios de los biosur-
factantes como los ramnolipidos presentan carga de tipo
anidnica o neutra, y muy pocos presentan carga cationica.
Tal es el caso de los que poseen en su estructura quimica
grupos amino (Mulligan, 2009). Los BS pueden ser produ-
cidos usando una amplia variedad de materiales a bajo cos-
to o materias primas de residuos agroindustriales, son esta-
bles en condiciones extremas de temperatura, pH y salini-
dad a diferencia de los sintetizados quimicamente
(Jiménez, 2010). El interés en los biosurfactantes se ha
incrementado considerablemente en afos recientes por sus
potenciales aplicaciones en la industria y en la remediacion
de sitios contaminados. Por ello, el registro en el numero
de patentes internacionales para la aplicacion de bio-
tensoactivos en los sectores de alimentos, limpieza domés-
tica, cosméticos, recuperacion de crudo, remediacion de
suelos y aplicaciones en agricultura, crece de manera signi-
ficativa afio con afio (Abdel-Mawgoud et al., 2010). No
obstante, uno de los factores que limita la comercializacion
de biosurfactantes en algunos casos, son los costos eleva-
dos de los sustratos, del proceso de produccion y purifica-
cion, y baja productividad de las especies microbianas uti-
lizadas, lo que limita su produccion en gran escala
(Jiménez, 2010). Por esta razoén, las investigaciones recien-
tes se han enfocado tanto a la optimizacion de los procesos

de produccion como a la busqueda de sustratos econdmi-
cos, con la finalidad de incrementar la rentabilidad de su
produccidn a nivel comercial (Mukherjee et al., 2006).

Existe una amplia variedad de microorganismos que
tienen la capacidad de producir biosurfactantes, entre éstos
destaca el género Pseudomonas. Este es uno de los mas
grupos bacterianos mas diversos, y su taxonomia ha sufri-
do varios cambios desde su descripcion temprana
(Palleroni, 1984). Los miembros de este género son sensu
stricto al grupo I RNA, dentro del grupo de las Gamma
proteobacterias (Mulet, Lalucat y Garcia-Valdés, 2010).
Se han reportado diversas especies de este género con ca-
pacidad de producir biosurfactantes y sus diversas aplica-
ciones biotecnoldgicas. Es por ello que en este capitulo se
plantea un panorama actual de las Pseudomonas sp como
productoras de biosurfactantes, sus propiedades, condicio-
nes de produccion, biosintesis, estructura quimica y sus
aplicaciones biologicas, con la finalidad de ofrecer una
revision actualizada de los diferentes biosurfactantes pro-
ducidos por este género.

Especies de pseudomonas productoras de biosurfactantes:

Las especies de Pseudomonas forman un gran grupo de
bacterias productoras de BS. Muchos de los aislamientos
de Pseudomonas han sido reportados por su capacidad de
producir glicolipidos, especialmente ramnolipidos. Ade-
mas se han reportado cepas de Pseudomonas, como Pseu-
domonas sp (Lim et al., 2007 and 2009; D'aes et al., 2011)
con capacidad de producir artrofactina del grupo de los
lipopéptidos (Lim et al., 2007; Washio et al., 2010), biosur
-PM, producido por P. maltophila (Phale et al., 1995),
corrugatina producido por P. corrugate (Risse et al,
1998), lipopéptidos ciclicos (Janek et al, 2010; Rokni-
zadeh et al., 2012), lipodepsipéptidos (Laycock et al.,
1999, Monti et al., 2001), biosurfactantes particulados pro-
ducidos por Pseudomonas sp (Burd and Ward, 1997),
pseudomicina A producida por P. syringae MSU 16H
(Coiro et al., 1998). Otros de ellos incluyen a la viscosina
y el depsipéptido viscosinamina producida por P. fluores-
cens DR54 (Rokni-zadeh et al., 2013; Alsohim et al.,
2014), putisolvina T y II producidos por P. putida
PCL1445 (Kruijit et al,, 2009; Rokni-zadeh et al., 2013),
polipeptina (Ui et al., 1997), siringomicina y siringopepti-
na producidas por P. syringae pv. syringae B301D (Burch
et al., 2014), amphisina producida por Pseudomonas sp
DSS73 (Serensen et al., 2001, Koch et al., 2002), lokisina
producida por P. koreensis 2.74 (Hultberg et al., 2010) y
entolisina producida por P. entomophila (Vallet-Gely et
al., 2010). La produccion de surfactina, fenhicina y liche-
nisnina se reportd en una cepa de Pseudomonas sp WI6
(Xia et al., 2014). A continuacion se describe una breve
discusion de los tipos de biosurfactantes producidos por las
diferentes especies de Pseudomonas.

Ramnolipidos producidos por Pseudomonas sp.

Diversas especies de Pseudomonas destacan por su
capacidad para producir ramnolipidos (Maier y Soberén-
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Chavez, 2000; Abdel-Mawgoud et al., 2011; Muller et al,,
2012). Los primeros en reportar la estructura de un glicoli-
pido de tipo ramnolipido fueron Bergstrom et al. (1946),
sintetizado por P. pyocyanea (ahora P. aeruginosa), con-
formado por ramnosa y acido PB-hidroxidecanoico. Tres
aflos después, Jarvis y Johnson (1949), empleando medios
de cultivo con 3% de glicerol, también aislaron al biosur-
factante ramnolipido producido por P. aeruginosa, y deter-
minaron que estos compuestos estaban formados por un
glucdsido de B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato y dos
moléculas de ramnosa. Cabe mencionar que antes de eluci-
dar con certeza la estructura de los ramnolipidos, en la
década de 1950 ya eran usados en procesos de biorreme-
diacion de suelos contaminados con aceites y metales pe-
sados (Hemminger, 2005).

La primera estructura claramente elucidada de los
ramnolipidos fue encontrada por Edwards y Hayashi
(1965), quienes demostraron la unién glicosidica del disa-
carido de ramnosa al B-hidroxidecanoil--
hidroxidecanoato y cuya estructura se ha denominado co-
mo R2 (véase figura 1). Esta misma estructura también fue
observada por Hisatsuka et al. (1971), utilizando P. aeru-
ginosa S7BI1 cultivada en hexa n-decano y parafinas. Un
afio después, Itoh y Suzuki (1972) encontraron que P. ae-
ruginosa KY 4025 cultivada con 10% de n-alcanos produ-
ce  monoramnolipido  correspondiente a  L-o-
ramnopiranosil-p-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato,
estructura a la cual se ha denominado R. Se han reportado
otras variantes productoras de ramnolipidos, tal es el caso
de P. aeruginosa 44T1 (Robert et al., 1989), P. aeruginosa
GS3 (Patel and Desai, 1997), P. aeruginosa EMI1
(Chayabutra et al., 2001), P. aeruginosa BS2 (Dubey and
Juwarkar, 2001), P. aeruginosa LBI (Benincasa et al.,
2002, Nitschke et al., 2009). P. aeruginosa (Costa et al.,
2006, Marsudi et al., 2008).

Por otro lado se han reportado otras especies de Pseu-
domonas sp con la capacidad de producir ramnolipido
como se describe a continuacion: P. putida 300-B mutante
(obtenida de P. putida 33 silvestre), Pseudomonas sp 47T2

OH mono=ramnalipido
K — A v, OH
_k".'-""—-!_ . 1 “ 0
OH LIH ;S O s 0
§ a}

NCIB 400044 (Mercade et al., 1993), P. cepacea (Onbasli
y Aslim 2009), P. chlororaphis NRRL B-30761 (Gunther
et al,, 2005, 2006), P. clemancea y P. collierea (Rahman et
al., 2009), P. fluorescens 29L (Husain, 2008), P. fluores-
cens (Abouseoud et al., 2008a,b), P. fluorescens (Wilson
and Bradley, 1996), P. fluorescens HW-6 (Vasileva-
Tonkova et al., 2000), P. fluorescens, P. stutzeri, P. luteola
y P. putida (Onbaslis y Aslim 2009), P. putida (Martinez-
Toledo et al.,, 2006), P. putida (Tuleva et al., 2002), P.
putida (Cuny et al., 2004), P. stutzeri GI11 (Celik et al.,
2008), P. stutzeri (Janiyani et al., 1992), P. teessidae
(Rahman et al, 2009). Pseudomonas sp (Singh et al,
2009), P. lurida NARs9 (Mishra, 2009) y P. aeruginosa
NY3 también con la capacidad de producir un nuevo
ramnolipido (Maiqian Nie et al., 2010, P. desmolyticum
NCIM-2112 es capaz también de producir ramnolipidos
(Jadhav et al., 2011).

Aplicacion y biosintesis de ramnolipidos

En particular, los ramnolipidos producidos por P. aeru-
ginosa han sido estudiados para su aplicacion en distintas
areas, que incluyen la descontaminacion de suelos conta-
minados con petroleo, la eliminacion de elementos poten-
cialmente téxicos (EPT) de suelos, recuperacion terciaria
de petrdleo, en la industria cosmética, en la proteccion
contra plagas y en la industria farmacéutica. Son también
son una fuente importante de L-ramnosa, que es usada en
quimica fina y como materia prima para la sintesis de com-
puestos organicos. Aunque la funcion fisioldgica de los
ramnolipidos en P. aeruginosa no ha sido completamente
establecida, se les ha considerado como factores de viru-
lencia y antimicrobianos, ademas, se les ha implicado en el
establecimiento de la estructura y en la disgregacion de las
biopeliculas, asi como en la movilidad tipo “swarming” de
esta bacteria (Caiazza et al., 2005).

En términos generales, los principales ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa son el ramnosil-B-
hidroxidecanoil- B -hidrodecanoato (mono-ramnolipido) y

di-ramnolipido
o G oA
: {:I g Ny I iy
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Figura 1. Estructura de los principales glicolipidos (mono y di-ramnolipidos)
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el ramnosil-ramnosil- B -hidroxidecanoil- f -
hidrodecanoato (di-ramnolipido). La biosintesis de estos
biosurfactantes fueron descritos por Burger et al. (1963).
La biosintesis de los ramnolipidos en P. aeruginosa ocurre
a través de tres etapas secuenciales (Soberon Chavez et al.,
2005): (1) la enzima RhlA (codificada por el gen rhid) es
involucrada en la sintesis del dimero de acido graso
(HAAS) del ramnolipido (Lépine et al. 2002; Déziel et al.,
2003; Zhu y Rock 2008); (2) la ramnosiltransferasa RhiB
se encuentra unida a la membrana (codificada por el gen
rhiB) usa dTDP-L-ramnosa y la molécula de HAAs como
precursores, el cual forman el monoramnolipido (Ochsner
et al., 1994) y (3) estos monoramnolipidos a su vez son
sustratos, junto con la dTDP-L- ramnosa, de la ramnosil-
transferasa RhIC (codificada por el gen rhlC) para produ-
cir diramnolipido (Rahim et al., 2001) (véase figura 2). En
P. aeruginosa, un oper6n bicistronico r#l/AB, codifica para
las primeras dos enzimas, mientras que 7//C se halla en
otro operén en el genoma. La trascripcion de las enzimas
responsables de la biosintesis de ramnolipidos es regulada
por RhIR (codificado por el gen rAlR); esta proteina actiia
cuando esta unido a su autoinductor C4-HSL (sintetizado
por el gen rhll), activa la expresion y cuando no esta unido
al autoinductor la reprime. La trascripcion de 7hlR es acti-
vada por el regulador transcripcional LasR (codificado por
lasR), unido a su autoinductor 30-C12-HSL (sintetizado
por el gen lasl) (Williams y Camara, 2009).

La produccion de ramnolipidos por P. aeruginosa de-
pende de factores nutricionales y ambientales, incluyendo
limitaciones de nitrogeno, pH, y temperatura. La biosinte-

RmulA
dTDP-D-ghuwose— LPS
RmiB
A 4

dTDP-§-deoxy-D-4-hexulose

Y

dTDP-S-deoxy-L-lyxo-4 - hexulose

=N

sis ocurre durante la fase exponencial tardia y la fase esta-
cionaria de crecimiento, tipicamente bajo las condiciones
de limitacion de nitrogeno y fosfatos. (Soberon — Chavez
G etal., 2005).

Los ramnolipidos reducen la tensién superficial del
agua de 72 mN/m a 30 mN/m y la tension interfacial del
agua/aceite de 43 mN/m a valores por abajo de 1 mN/m.
Las propiedades de los ramnolipidos dependen de su com-
posicion, distribucion y determinado a su vez por la cepa
bacteriana, las condiciones de cultivo y la composicion del
medio, principalmente la fuente de carbono (Jiménez et
al., 2010).

Los ramnolipidos muestran la capacidad de emulsificar
hidrocarburos y estabilizar emulsiones. Haba et al., (2000)
reportaron que sobrenadantes obtenidos en medios de cul-
tivo provenientes de diferentes aislamientos de Pseudomo-
nas sp fueron capaces de emulsificar keroseno. Tales
emulsiones permanecieron estables hasta por tres meses.
Las emulsiones de n-alcanos, compuestos aromaticos,
aceite crudo, keroseno, aceite de coco y de oliva fueron
estabilizadas por los ramnolipidos, mostrando una estabili-
dad de entre 5 a 25% de estabilidad después de 24 horas
dependiendo de la fuente de carbono (Haba et al 2000,
Mohamed Sifour et al., 2007).

Caracteristicas, aplicaciones y biosintesis de lipopépti-
dos ciclicos

Los lipopéptidos son compuestos por un péptido que
puede ser ciclados (pudiendo formar estructuras ciclicas)
para formar un anillo lactona entre dos aminoacidos en la

e
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Figura 2. Biosintesis de ramnolipidos (Soberon-Chavez, et al., 2005)
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cadena peptidica y una cadena de acido graso unida por el
N-terminal del aminoacido. Ambos varian en tamafo, esta
caracteristica le proporcionan diferentes propiedades biolo-
gicas entre los diversos lipopéptidos estudiados, las cuales
incluyen antifungicos, fitotoxicos, antimicrobianos y regu-
ladores de la formacién de biopeliculas, entre otras.
(Hutchinson et al., 1995; Nielsen et al., 1999; Huber et al.,
2002).

Los lipopéptidos son producidos por diversas especies
de Pseudomonas, en la que se incluyen especies patogéni-
cas y saprofitas. Estos compuestos juegan un papel impor-
tante en la virulencia y la motilidad de las bacterias
(Nybroe y Sorensen, 2004; Raaijmakers et al., 2006). Los
ciclolipopéptidos o CLP’s producidos por Pseudomonas sp
presentan actividad contra un amplio rango de microorga-
nismos patogenos, entre los que se incluyen virus, mico-
plasmas y bacterias grampositivas. Su amplio espectro
antimicrobiano ha sido explotado en el control biologico
de hongos patdogenos de plantas (Nybroe y Sorensen,
2004).

Los CLP’s son producidos por un péptido sintetasa
noribosomal (NRPS) los cuales poseen una estructura mo-
dular. Cada modulo estd construido por bloques, resultado
de la incorporacion paso a paso de aminodacidos a la cadena
peptidica. (Gewolb, 2002; Sieber y Marahiel, 2005). El
orden y nimero de médulos de un NRPS en muchos casos,
son secuencias colineares de aminoacidos que correspon-
den a una fraccion del CLP. Los mddulos pueden ser sub-
divididos de iniciaciéon y elongacion. Un médulo tipico de
elongacion de NRPS consiste en un dominio de adenila-
cion (A), responsable de la seleccion y activacion de ami-
noacidos, un dominio de tiolaciéon (T) responsable de la
tioesterificacion del aminoéacido activado y por ultimo un
dominio de condensacion (C) el cual sirve para la forma-
cion del enlace peptidico entre dos sustratos y asi elongar
la cadena peptidica. Los modulos de iniciacion proveen el
primer aminoacido para la sintesis del péptido y tipicamen-
te pierden un dominio C terminal (Finking y Marahiel,
2004). El dominio catalitico genra un péptido lineal el
cual se fracciona y al final se ensambla por un dominio de
tioesterasa (TE), la cual resulta en la liberacion de un pro-
ducto lineal o péptido ciclico via reaccion ciclizacion intra-
molecular. (Kohli et al., 2001; Sieber y Marahiel, 2005;
Bruijn et al., 2007).

Basados en el tamafio y composicion de la cadena de
acido graso y el péptido, los CLP’s de las especies de
Pseudomonas fueron clasificados en 4 grupos mayorita-
rios: viscosina, amfisina, tolasina y siringomicina. Los del
grupo de la viscosina incluyen CLP’s con nueve aminoaci-
dos (viscosina, viscosinamida, masetolido A y D, pseu-
dofomina A y B); esta clase son originados de diversos
nichos ambientales; incluyen suelos, rizosfera, filosfera,
asi como ambientes marinos (Raaijmakers et al., 2006).
Los CLP’s del grupo de la amfisina, compuestos por tensi-
na, amfisina, polipeptina A, lokisina y artrofactina
(Henriksen et al., 2000; Serensen et al., 2001), el péptido
consta de once aminoacidos y se acopla con el acido 3-
hidroxidecanoico (3-HDA). El grupo de la tolasina que

incluyen tolasina, FP-B, corpeptina A, SP22 y SP25A, es
un grupo muy diverso en cuanto a la composicion y tama-
fio del péptido el cual varia de 19 a 25 aminoacidos, y el
lipido puede ser 3-HDA o 3-hidroxioctanoico (3-HOA).
La parte del péptido en este grupo contiene aminoacidos
inusuales, incluyen 4cido 2,3-dihidro-2-aminobutirico
(Dhb) y homoserina (Hse), pudiendo el primer aminoacido
estar siempre por delante de los residuos allo-Thr. La parte
ciclica del péptido contiene cinco a ocho aminodacidos y el
anillo de lactona es formado entre el C-terminal del ami-
nodacido y el residuo de allo-Thr. Los lipopéptidos ciclicos
del grupo de la tolasina son factores de virulencia produci-
dos por Pseudomonas sp patdogenas de plantas. Los CLP’s
del grupo de la siringomicina (incluyen a la siringomicina,
siringotastina, siringotoxina, pseudomonicina A y cormici-
na A) estos muestran similaridad estructural con el grupo
de la viscosina, pero contienen aminoacidos inusuales;
Dhb, o 2,4-acido diamino butirico (Dab) y el anillo de
lactona es formado entre el N-terminal de la Ser y el C-
terminal del 4-clorotreonina (Thr[4-Cl]), y el lipido puede
estar compuesto por 3-hidroxi o 3,4-dihidroxi compuesto
de 10 a 14 carbonos. Otro estudio reciente de estructuras
de lipopéptidos ciclicos incluyen a la artrofactina produci-
da por Pseudomonas sp MIS38, la cual contienen un pépti-
do de once aminoécidos unido a una cadena de 4cido graso
B-hidroxidecanoil, y putisolvina I y II (Kuiper et al.,
2004), el cual consiste en un péptido de 12 aminoacidos
unido a una cadena lipidica de hexanoico. La ciclizacion
de la putisolvina es diferente a otros péptidos, el anillo de
lactona se forma entre el C-terminal y los residuos del
noveno aminoacido en lugar del primer o tercer aminoaci-
do (Raaijmakers et al., 2006). En otro estudio se demues-
tra la produccion de un nuevo CLP’s llamado entolisina,
producido por P. entomophila, una bacteria entomapatogé-
nica capaz de matar a Drosophila melanogaster después
de su ingestion. Este nuevo CLP’s contiene catorce ami-
noacidos unido a acido 3-hidroxidecanoico (Vallet-Gely et
al., 2010).

Caracteristicas y biosintesis de determinados lipopépti-
dos ciclicos

1 Artrofactina: La artrofactina producida por Pseudo-
monas sp MIS38, es el lipopéptido ciclico mas potente
reportado. Este péptido contiene once aminodcidos unidos
a un acido graso B-hidroxidecanoil. Basado en su estructu-
ra quimica, cae dentro del grupo de la amfisina y es muy
similar a la lokisina (Raaijmakers, et al., 2006). Se han
encontrado tres genes involucrados en la biosintesis de la
artrofactina sintetasa, arfA, arfB y arfC, en el cual forman
el cluster y codifican para ArfA, ArfB y ArfC contiene
dos, cuatro y cinco modulos funcionales respectivamente
(un moédulo es definido por una unidad que cataliza la in-
corporacion de un aminoacido especifico dentro del pro-
ducto peptidico). Cada modulo presenta un dominio C de
condensacion (responsable de la formacion del enlace
peptidico entre dos aminoacidos consecutivos), un domi-
nio A de adenilacion (responsable de formar un reconocer
y adenilacion a expensa de ATP) y un dominio T de tioa-
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Figura 3. Estructura de la viscosina (Braun et al., 2001)

denilacion (es un sitio que sirve para unir el co-factor 4-
fosfopanteteino y un acarreador de intermediarios de ami-
nacidos tioesterificados). Sin embargo ninguno de los once
moddulos posee el dominio E de epimerizacion, responsa-
ble de la conversion de residuos de aminoacidos de la for-
ma L a la forma D. Por lo tanto dos dominios tioesterasas
son localizadas en tandem en el C-terminal al final de
ArfC. El gen arfB se expresa en la produccion de artrofac-
tina (Roongsawang et al., 2003).

2 Viscosina: La viscosina se compone de acido hidro-
xidecanoico y fue aislado por vez primera por P. viscosa
(Kochi et al., 1951). Tiene una concentracion micelar criti-
ca (CMC) de 4 pg/ml y reduce la tension superficial del
agua de 72 a 27 mN/m. Esta no afecta la membrana pero si
lisa a los eritrocitos por su accion detergente a concentra-
ciones por debajo de la CMC, y no es considerada por te-
ner toxicidad membrana especifica. La viscosina es similar
en tamafio, estructura y composicion a otros lipopéptidos
(Véase figura 3), como es el caso de la tolasina producida
por P. tolaasii, surfactina producida por B. subtillus, sirin-
gomicina y siringopéptina producida por P. syringae pv
syringae (Rainey et al., 1991., Hutchison y Gross, 1997;
Bernheimer y Avigad, 1970).
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Figura 4. Estructura de la viscosinamida (Braun et al.,
2001)

El control genético de la produccion de la viscosina fue
examinada en P. fluorescens PfATB. Esta bacteria causa
perforaciones en las cabezas del brdocoli. Es un potente
biosurfactante y hace capaz a la bacteria de entrar en con-
tacto intimo con las cabezas de cera que son dificiles de
mojar en el brécoli (ya que actia como un agente humec-
tante). En mutantes deficientes de produccion de viscosina
obtenidas por mutagénesis con Tn5 y analizadas por HPLC
se observo que las mutantes Vis™ conservan su capacidad
pectolitica, pero carecen de la capacidad de hacer perfora-
cion en los brocolis sanos a diferencia de la cepa silvestre
(Braun et al., 2001, Palashpriya, et al., 2008), En mutantes
triparentales complementadas con sus clones silvestres
correspondientes y transformadas en E. coli HB101
(plasmido pPK2013), en las tres transconjugantes obteni-
das disminuye su capacidad estable de produccion de vis-
cosina y causan decaimiento tipico en el tejido del brdcoli.
Los mapas de estos clones y perfil de proteinas muestran
una region de DNA cromosomal de 25 kb de Pf47B afecta-
da en la produccion de tres proteinas de alto peso molecu-
lar requeridas para su sintesis. Estas proteinas son de apro-
ximadamente 218, 215 y 137 kDa respectivamente, y al
parecer comprende un complejo sintetasa que se ensambla
en un péptido de nueve aminoacidos de viscosina y subse-
cuentemente se une a un componente hidrofébico (acido
graso) (Braun et al., 2001).

3. Viscosinamida: La viscosamida es un nuevo anti-
biodtico y biosurfactante, pertenece a la familia de los dep-
sipéptidos ciclicos aislados de Pseudomonas sp. La estruc-
tura se asemeja a la viscosina (véase figura 4), aislada de
P. viscosa y de P. fluorescens biovar II. La secuencia ami-
noacidos en este péptido es D-glutamico y D-glutamina en
la viscosina y viscosamida respectivamente. Su produccion
esta relacionada con la fase inicial de crecimiento, segin lo
observado en P. fluorescens DR54, por lo que se le consi-
dera un metabolito primario y no secundario. Esto ha sido
observado en otros biosurfactantes, en donde la produccion
puede estar vinculada a la proliferacion celular y al creci-
miento en vez de condiciones de estrés (Nielsen et al.,
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1999).

La viscosamida se ha identificado como un determi-
nante antagonico producido por P. fluorescens DR54 y ha
demostrado que induce cambios fisiologicos en Pythium
ultimdtum in vitro, la cual se ha detectado en muestras de
la rizosfera. El impacto en el crecimiento y la actividad de
P. ultimatum se estudié por microscopia directa después
de la tincion fluorescente. P. fluorescens DR54 causa re-
duccion en la densidad del micelio, la formacion de 00s-
poras y actividad intracelular. Los estudios in vitro confir-
man que la viscosinamida purificada induce el enquista-
miento de las zoosporas de P. ultimatum (Thrane et al.,
2000).

4. Amfisina: Es un nuevo miembro de un grupo dual
de compuestos como es la tensina, viscosina y la viscosi-
namida, las cuales despliegan propiedades de superficie
activa propias de los biosurfactantes y antifungicas. Pseu-
domonas sp. DSS73 fue aislada de la rizésfera de la cana
de azucar. Esta cepa presenta antagonismo contra hongos
patogenos de plantas, Phytium ultimatum y Rhizoctonia
solani. La produccién de la amfisina en combinacion con
la expresion de flagelos permite al cultivo bacteriano mo-
verse facilmente sobre la superficie en los medios de culti-
vo (Andersen et al., 2003).

El sistema regulatorio de dos componentes GacA/GacS
(GacA es el regulador responsable y GacS es el sensor
cinasa) controlan el gen amfisina sintetasa (amsY). La mo-
tilidad en superficie de esta bacteria requiere de la produc-
cion de este biosurfactante. Su sintesis es regulada por el
gen gacsS, esto se ha observado en mutantes gacS que pier-
den la motilidad en superficie y cuando se complementan
con un plasmido que codifica el gen heterdlogo gacS sil-
vestre de P. syringae se recupera el fenotipo en la mutante
(Andersen et al., 2003).

La estructura de cristal de la amfisina se presenta en
tetrahidrato CgsH ;14N 12049°4H,0, originado por la biosin-
tesis no-ribosomal en Pseudomonas sp DSS73. La estruc-
tura primaria de la amfisina es B-hidroxidecanoil-D-Leu-D
-Asp-D-allo-Thr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-GIn-L-
Leu-L-Ile-L-Asp. El péptido es una lactona unida a Thr4
Oy al C-terminal. La estereoquimica del acido B-hidroxi es
R. El péptido es un analogo del lipopéptido ciclico tensina
y polipéptina producida por P. fluorescen (Serensen et al.,
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Figura 5. Estructura de la lokisina (Serensen et al., 2002)

2001).

5. Lokisina: La lokisina fue aislada de Pseudomonas sp
DSS41 como un agente de biocontrol antifingico. Basado
en estudios de NMR (resonancia magnética nuclear) y MS
(espectrometria de masas), la lokisina fue tentativamente
identificada como polipeptina (véase figura 5). Sin embar-
go, en analisis detallados de los constituyentes de aminoa-
cidos determinado por cromatografia de gases reveld una
diferencia de D-/L-leucina a una tasa de 3:2 y el allo-
isomero de treonina. Este biosurfactante representa una
nueva variacion estructural de lipoundecapéptido (Serensen
et al., 2002).

Ademas se ha reportado a P. koreensis 2.74 con capaci-
dad de producir lokisina. La eficacia de este biosurfactante
fue determinado y el extracto crudo fue usado contra el
oomyceto de P. ultimum, en cultivos hidroponicos de toma-
te, observandose una reduccion significativa de la enferme-
dad. La adicion del biosurfactante no afecta la microflora
de la raiz de la planta, esto se observo cuando solo se eva-
Iué una fuente de carbono. Estos resultados confirman que
los biosurfactantes son importantes en el desarrollo de es-
trategias de control biologico contra oomicetos (Hultberg et
al., 2010). En otro estudio se aisld y caracterizo un nuevo
linaje de P. koreensis M9b, M9c y CCB10 con capacidad
de producir biosurfactante (probablemente lokisina) el cual
tiene la capacidad de desplazar (competir) a las bacterias
Exiguobacterium aeriumticu M5G y B. subtillus ATCC
6633 en caldo PPGly y en condiciones de laboratorio
(Toribio Jimenez et al., 2011).

6. Siringomicina: Muchos aislamientos fitopatogenos
de P. syringae pv syringae secretan un lipodepsipéptido
ciclico con propiedades de actividad de amplio espectro
antimicrobiano y antifungico. La siringomicina (syr) y si-
ringopéptina (syp) son un determinante clave en la virulen-
cia de P. syringae pv. syringae B301D y B728a (Serensen
etal., 2001; Serensen et al., 2002) que contribuyen al desa-
rrollo de la enfermedad. La siringomicina es un péptido
compuesto con una cabeza polar, con una secuencia Ser-D-
Serl-D-Dab-Dab-Arg- Phe-Dhb-(3-OH) Asp-(4-Cl)Thr,
unida a una cola de acido 3-hidroxidecanoico y 3-
hidroxitetradecanoico (Segre et al., 1989). Se han detectado
y caracterizado cuatro genes involucrados en la biosintesis
de la siringomicina syrB, syrC, syrD, y syrP, que abarcan
aproximadamente una region de 7 Kb. El gen syrB muestra
alta similaridad con dominios de unién a la péptido sinteta-
sa syrC, la cual codifica para una enzima parecida a la
tioesterasa syrD y se transcribe en orientacién opuesta con
respecto a syrB y syrC, ademas codifica para una proteina
similar a la siper familia de proteinas involucradas en la
secrecion especifica y puede estar implicada en la secre-
cion de la siringomicina a través de la membrana citoplas-
matica. Finalmente, syrP, es localizada entre syrB'y syrD, y
exhibe similaridad con la region de fosfotransferasa de
histidina cinasa y puede participar en un mecanismo de
fosforilacion de transducciéon de senales que controle la
sintesis de siringomicina y promueve la virulencia de P.
syringae (Guenzi. et al., 1998, Wang et al., 2006). Los
genes syr-syp son coordinados por SalA y SyrF en respues-
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Figura 6. Estructura de la putisolvina; A) Putisolvina I; B) Putisolvina II. (Kuiper et al., 2004)

ta a las condiciones ambientales (Wang et al., 20006).

7. Tolasina: Es una toxina (péptido) formadora de
poro (Cho et al., 2010). Esta consiste en 18 aminoacidos y
su peso molecular es de 1,985 Da. Se han determinado dos
isomeros de la tolasina, denominadas Tol I y Tol II; ambos
isomeros tienen un acido B-hidroxioctanoico unido cova-
lentemente al N-terminal. Diversos isomeros fueron iden-
tificados en varios aislamientos de P. tolaasii y su estruc-
tura ha sido esclarecida (Shirata et al., 1995; Bassarello et
al., 2004). La tolasina tiene dos cargas positivas en el C-
terminal, por lo cual es un péptido anfipatico. Induce la
disrupcion de la membrana por la cual induce la formacion
de poros en la membrana y como surfactante (Hutchison y
Johnstone, 1993). En la mutagénesis por Tn5 en P. tolaa-
sii NCPPB, solo 35 (0.7%) de 5,000 inserciones cromoso-
males fueron tolasina negativo y 12 (0.25%) producen una
reducida produccion de tolasina. El analisis de extractos
de proteinas SDS-PAGE de la cepa silvestre, demuestra la
presencia de tres proteinas de alto peso molecular designa-
das como TL1, TL2 y TL3. Alteraciones en estas proteinas
aparentemente truncadas de 465 kDa (TL1), 440 kDa
(TL2) y 435 kDa (TL3), fueron ausentes en algunas mu-
tantes (Rainey et al.,, 1993). Ademas, se ha identificado el
gen pheN y su producto en P. tolaasii NCPPB1116, se
incluye dentro del grupo de proteinas reguladoras. Se ha
especulado que su produccion es regulada positivamente
por el producto de pheN como consecuencia del reconoci-
miento de las condiciones ambientales. (Murata et al.,
1996).

8. Putisolvina: Es producida por P. putida PCL1445,
crece en suelos contaminados con metales pesados y con
hidrocarburos aromaticos (PAHs) (Kuiper et al., 2001). P.
putida PCL1445 es un colonizador eficiente de raiz y pue-
de proliferar en productos de degradacion del naftaleno y
fenantreno. Es capaz de formar biopeliculas en la superfi-
cie de las raices de plantas y en PVC (Kuiper et al., 2001).

Esta cepa produce dos lipodepsipéptidos ciclicos, llama-
dos putisolvina I y II, cada uno contiene un lipido hexa-
nodico unido al N-terminal del péptido de doce aminoaci-
dos, en el cual el C-terminal del grupo carboxilo forma un
enlace estér con el hidroxilo de la cadena de Ser-9 (Kuiper
et al., 2004). La diferencia entre las dos estructuras es lo-
calizada en el segundo aminoacido del C-terminal, el cual
para la putisolvina I es Val y Leu/lle para putisolvina II
respectivamente (véase figura 6).

La produccién del biosurfactante es iniciada al final de
la fase exponencial, sugiriendo que la produccion es regu-
lada por un sistema similar al Quorum Semsing. En mu-
tantes TnS de la misma cepa, se aisld la cepa PCL1436, la
cual no produce putisolvina I y II, se observé que es muta-
da en un marco de lectura abierto (ORF), el cual presenta
homologia con diversos lipopéptidos sintetasa. E1 gen de
la putisolvina sintetasa de PCL1445 fue llamado psoA
(Dubern et al., 2005).

La putisolvina 1 y II representan un nuevo tipo de
CLP’s, la cual tienen la capacidad de reducir la tension
superficial, emulsionar el tolueno, e incrementar la disper-
sion de naftaleno y fenantreno (Kuiper et al., 2004). Estas
propiedades muestran un papel importante en el incremen-
to de la disponibilidad de compuestos hidrofobicos
(Rosenberg et al., 1993). Ademas, se muestra que la secre-
cion de putisolvina I y II estimulan la motilidad en swar-
ming de células, presumiblemente por la alteracion de la
hidrofébicidad de la superficie celular y juega un papel
importante en la formacion y degradacion de biopeliculas.

Con el fin de identificar los genes y caracteristicas
involucradas en la regulacion de la produccion de la puti-
solvina por PCL1445, se genrd una biblioteca de Tn5/u-
XxAB y las mutantes fueron seleccionadas por la pérdida de
la produccion de biosurfactante usando el método de la
gota colapsada (Bodour Maier, 1998). El andlisis de se-
cuencias de las regiones flanqueantes del Tn5/uxAB de una
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mutante PCL1627, muestra que la insercion del Tn fue
insertada en una region homologa al dnaKk, la cual es loca-
lizada rio abajo de grpE y rio arriba de dnaJ. El analisis de
la produccion de la putisolvina y de expresion indican que
dnak, junto con dnaJ 'y grpE son genes de choque térmi-
co, que participan de manera positiva en la regulacion
(directa o indirectamente) de la biosintesis de putisolvina a
nivel transcripcional. El crecimiento de PCL1445 a bajas
temperaturas resulta en un incremento en los niveles de
produccion de putisolvina. Ademas, la biosintesis de
PCL1445 es dependiente del sistema de sefializacion de
dos componentes GacA/GacS, ya que en los analisis de
expresion indican que dnak es regulado positivamente por
GacA/GacS (Dubern et al., 2005).

Las moléculas de putisolvina I y II son secretadas al
medio de cultivo durante la fase exponencial tardia de
crecimiento, indicando que su produccién probablemente
sea regulada por quorum sensing (percepcion de quérum
[PQ]). Para comprobar esto se identificaron los genes del
sistema de quérum en P. putida PCL1445, los cuales in-
cluye a ppul, rsal y ppuR mostrando alta similaridad con
un cluster de genes en cepas de P. putida IsoF y
WCS358, respectivamente (Steidle_et al., 2002; Bertani
and Venturi, 2004,). Las cepas con mutaciones en ppul y
ppuR muestran una reduccion severa en la produccion del
biosurfactante. En el analisis de expresion de los  genes
biosintéticos, el gen ppul muestra una expresion deficien-
te, la cual se complementa con la adicion sintética de 3-
0x0-Cjo-N-acilhomoserina lactona (3-oxo-C;o-AHL) o 3-
0x0-C1,-AHL al medio. En mutantes rsal sobreproducto-
ras de AHLs, la produccion de putisolvina es inducida
durante la fase de crecimiento temprano. El analisis de
formacion de biopeliculas en PVC muestra que mutantes
en ppul y ppuR producen un biofilm denso a diferencia de
la cepa silvestre, lo cual correlaciona con un decremento
en la produccion de putisolvina, y en mutantes rsal existe
un retraso en la formacion del biofilms, lo cual correlacio-
na con la produccion temprana de putisolvina. Estos resul-
tados demuestran que las sefiales de QS inducen la pro-
duccion de putisolvina I y II, y controlan la formacion de
biofilms por P. putida (Dubern et al., 2006).

9. Entolisina: Es un nuevo CLP’s, producido por P.
entomophila, una bacteria entomapatogénica. Este nuevo
CLP’s contiene catorce aminoacidos unido a acido 3-
hidroxidecanoico. Ademas se han identificado tres pépti-
dos sintetasa no ribosomales (EtlA, EtIB y EtIC) involu-
crados en su biosintesis y dos componentes mas (EtIR,
MacAB), necesarios para su produccion y secrecion. El
sistema de dos componentes GacS/GacA en P. entomophi-
la regula la produccion de entolisina, esta es requerida
para la motilidad en swarming, no participa en la virulen-
cia de P. entomophila a Drosophila, pero si adquiere una
ventaja de biocontrol (Vallet-Gely et al., 2010).

Condiciones de produccion de lipopéptidos ciclicos

Existe un gran nimero de investigaciones que demues-
tran que la sobreproduccion de biosurfactantes por Pseu-
domona sp, se lleva a cabo una vez que los cultivos llegan

a fase estacionaria de crecimiento (Guerra-Santos et al.,
1986; Mulligan y Gibbs., 1989; Venkataramana y Ka-
ranth., 1989). En P. fluorescens, la produccion de biosur-
factante generalmente requiere una baja concentracion de
oxigeno y nitrogeno en cultivos liquidos (Persson et al.,
1988). La limitacion de cationes multivalentes también
causa una sobreproduccion de biosurfactantes. Las limita-
ciones de hierro estimulan la produccion de biosurfactante
en P. fluorescens (Persson et al., 1990a, 1990b). Las fuen-
tes de carbono juegan un importante papel en el peso y la
estructura. La produccidon de viscosina es Optima in vitro
en un medio que contenga glicerol como fuente de carbono
para su sintesis (Georgiou et al., 1992). Tipos diferentes de
biosurfactante pueden ser producidos por especies bacte-
rianas dependiendo de la fuente de carbono y otros nu-
trientes disponibles (Desai et al., 1988).

Métodos usados para la deteccion de bacterias produc-
toras de biosurfactantes:

Para estudiar la produccion de biosurfactante, es nece-
sario un método rapido, sensible y preciso para su detec-
cion. Una variedad de diferentes métodos han sido descri-
tos para la deteccion de microorganismos potencialmente
productores, los que se enumeran a continuacion:

(1). Van Der Vegt et al., (1991) desarrollaron un méto-
do asimétrico para el analisis de la gota colapsada (ADSA)
para la evaluacion de microorganismos productores de
biosurfactantes. En esta técnica, las gotas de medio de cul-
tivo se colocan en una superficie de fluoroetileno-
propileno. La tension superficial es calculada a partir de
los perfiles de las gotas colapsadas por ADSA. Solamente
las bacterias productoras de biosurfactante en suspension
muestran reduccion en la tension superficial.

(2). Siegmund y Wagner (1991), describen una estima-
cion colorimétrica de biosurfactantes bajo el principio de
que los tensoactivos anionicos reaccionan con el cation
indicador formando un complejo de color caracteristico.
Ya que la cantidad de biosurfactante estd en relacion direc-
ta con el didmetro del halo, este método puede ser tanto
cuantitativo como cualitativo. Shulga et al., (1993) y Han-
sen et al., (1993) desarrollaron este método para la detec-
cion de bacterias productoras de ramnolipidos degradado-
ras de hidrocarburos.

(3). Una prueba desarrollada por Hildebrand (1989), en
el cual una gota de agua se colapsa cuando es adicionada a
una suspension bacteriana productora de biosurfactante.
Jain et al. (1991) colocaron una gota de suspension bacte-
riana en una superficie cubierta de aceite. En este método,
las gotas que contienen biosurfactante se colapsan y las
que no contienen permanecen estables.

(4). Otra técnica utilizada es la cromatografia directa en
capa fina (TLC) para la caracterizacion rapida de bacterias
que producen biosurfactantes y descrito por Matsuyama et
al., (1987). Con esta técnica, se identificaron los biosurfac-
tante en Serratia marscescens mediante la aplicacion de
una sola colonia bacteriana directamente en placa de TLC
sin ninguna preparacion previa de la muestra.

(5). Por reduccion de la tension de la superficie de una
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solucién, mediante la cuantificacion exacta de la tension
superficial en presencia de biosurfactante. Las determina-
ciones se basan evaluando los cambios en la tensidon super-
ficial e interfacial, por estabilizacion o desestabilizacion de
emulsiones, y su balance hidrofilico-lipofilico (HLB). La
tension superficial en la interface del aire/agua y aceite/
agua pueden ser facilmente medible con un tensiémetro.
La tension superficial del agua destilada es de 72 mN/m.
Cuando un agente tensoactivo se anade al aire/agua o acei-
te/agua en concentraciones crecientes, se observa una re-
duccion en la tension superficial hasta un nivel critico, por
encima del cual las moléculas anfifilicas se asocian rapida-
mente hasta formar estructuras moleculares parecida a
micelas, bicapas y vesiculas. Este valor se conoce como
Concentracion Micelar Critica (CMC) y se define como la
concentracion minima de surfactante a partir del cual se
forman micelas espontineamente en una solucidén y es
comunmente usada para medir la eficiencia de un surfac-
tante (Rosen, 2004).

(6). Bunster et al., (1989) estudiaron la actividad de
superficie de las bacterias, mediante la medicion de los
angulos de contacto obtenidos después de adicion de las
bacterias a una gota de agua. El angulo de contacto es ubi-
cado en la interface entre la gota y la superficie solida. En
ausencia de surfactante, las moléculas de agua se adhieren
fuertemente entre si, por lo que la gota conserva una apa-
riencia redonda con un angulo de contacto de mas de 90°,
mientras que en la presencia de biosurfactante, las fuerzas
de adherencia se reducen causando un colapso de la gota
creando un angulo de contacto de menos de 90°.

(7). Deteccion de la actividad hemolitica, esta prueba
de deteccion es cualitativa para la deteccion de microorga-
nismos productores de biosurfactante, para esta se usa agar
LB o nutritivo, suplementado con 5% de sangre de carnero
fresca (Carrillo et al., 1996; Banat, 1993). Los microorga-
nismos son inoculados e incubados a temperatura 6ptima
durante 48h. Una hemolisis se observa visualmente y pue-
de ser indicativo de la lisis celular debido a la ruptura de la
membrana, causada por la presencia de sustancias activa
de superficie.

(8). Método de dispersion en aceite: en este método se
adicionan 10 pl de caldo de cultivo sobre una capa de acei-
te crudo (20 pl) en 50 ml de agua destilada. Posteriormente
se agrega sobre la superficie cubierta de agua con aceite.
La presencia de un halo emulsionado es indicador de pre-
sencia de biosurfactantes. Este es un método sensible que
permite detectar bacterias con esta capacidad (Morikawa et
al., 2000).

(9). Ensayo de emulsificacion (EA): En este método el
medio de cultivo es centrifugado a 10,000 rpm por 15 min,
posteriormente se mezclan 3 ml del sobrenadante con 0.5
ml de aceite/hidrocarburo y se mezcla vigorosamente du-
rante 2 min. Se deja reposar por 1 h, con la finalidad de
que se separen las fases acuosa/aceite, se usa como blanco
medio de cultivo no inoculado (Jagtap et al., 2009). La
absorbancia de la fase acuosa es obtenida de 0.1 unidades
a 400 nm, y es multiplicada por el factor de dilucion y se
considera una unidad de actividad de emulsificacion por

mililitro (EU/ml) (Patil and Chopade, 2001a, b; 2003).

(10). indice de emulsificacion (IE): la actividad de
emulsificacion se mide mediante el calculo del IE. En este
método un sustrato hidrofobico como keroseno o diésel es
agregado al sobrenadante de un cultivo bacteriano (1:2 v/
v), agitdndose por 2 min, y se deja reposar durante 24 h. El
IE se determina midiendo la altura total de la fase acuosa
entre la altura de la emulsion del keroseno o diésel y multi-
plicada por 100 (Ellaiah et al., 2002; Haba et al., 2000). La
estabilidad del IE designa la fuerza del biosurfactante.

(11). Ensayo de turbidez, este método fue desarrollado
por Rosenberg et al. (1979) y posteriormente fue modifica-
do por Neua and Porralla (1990). El caldo de cultivo filtra-
do y secado se re suspende en una solucion buffer. Se mide
la DO a 446 nm. Para esto, se adiciona hidrocarburo y se
agita vigorosamente por 2 min, se deja reposar por 10 min
y se vuelve a medir la DO. La diferencia en turbidez se
determina midiendo las diferencias entre a DO inicial y la
final.

(12). Métodos moleculares para identificar los genes
involucrados en la biosintesis de biosurfactantes. La bus-
queda directa de genes involucrados en la produccion de
biosurfactantes es rapida y menos laboriosa. Invenciones
mas recientes como las de Whiteley, Lee et al., (1999) pue-
den ser usados para identificar moduladores y genes invo-
lucrados en el sistema de PQ en bacterias productoras de
biosurfactantes. Nuevas cepas y vectores han sido disefia-
dos con éxito para evaluar la produccién de biosurfactan-
tes.

1 Métodos de recuperacion y/o purificacion de biosurfac-
tantes:

Una de las limitantes para la produccion de biosurfac-
tantes en escala piloto y semi-piloto se basa en el alto costo
de la recuperacion el cual llega a representar hasta el 60%
del costo total de producciéon. Para reducir los costos se
requiere la utilizacién de sustratos renovables y de bajo
costo (Desai y Banat, 1997; Banat, et al.,, 2000; Makkar y
Cameotra, 1997). Durante todos estos procesos el riesgo de
contaminacion con compuestos no deseados del proceso de
fermentacion es latente. Una fuente potencial de contami-
nacion es la espuma producida durante la fermentacion,
por lo que se debe elegir con cuidado un anti espumeante
que no afecte la estructura del biosurfactante y no sea toxi-
co para la bacteria. La carga ionica (cromatografia), la so-
lubilidad (agua/solvente organico) y localizacion (si es
intracelular, extracelular o pegada a la célula) determinan
el procedimiento de obtencion del biosurfactante de inte-
rés. En el caso de moléculas de alto peso molecular, la
obtencion y purificacion se obtiene por precipitacion usan-
do sulfato de amonio, seguido por dialisis para remover
pequefias moléculas (Desai y Desai, 1993., Barck y Ste-
nius, 1994). Otros métodos también involucran el uso de
acido tricloroacético (TCA), la precipitacion con acetona,
etanol y cloroformo/metanol. Diversos métodos conven-
cionales conocidos para la recuperacion de biosurfactantes
son mencionados mas adelante. (1) Precipitacion con ace-
tona en el que el sobrenadante libre de células es mezclado
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con acetona fria para precipitar emulsionantes, el cual des-
pués es re-suspendido en un buffer de fosfatos. La mezcla
es incubada a 4°C por 15 a 20 h para el precipitado del
emulsificador. El biosurfactante es analizado por su capa-
cidad emulsificante, fraccion proteica y polisacarido. Este
método ha sido usado en diversos trabajos, para purificar
biosurfactantes (Rosenberg et al., 1979; Patil y Chopade,
2001a, b; 2003). (2) Precipitacion con etanol: es similar a
la acetona, el etanol es un solvente popular para obtener
extracto crudo de bioemulsificadores del sobrenadante de
Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus, Cyanobacterium y
especies de levaduras. El medio de cultivo es centrifugado
a 11,000g/20min/4°C y el biosurfactante es precipitado del
sobrenadante usando etanol frio. Phetrong et al., (2008),
hallaron una mayor eficiencia por precipitacion del emulsi-
ficador de A. calcoaceticus subsp anitrus SM7 con este
método comparado con otros. (3) Precipitacion con sulfato
de amonio; este sirve para precipitar biosurfactante de alto
peso molecular como es el caso del emulsan. Este método
fue introducido por Rosenberg et al., (1979) para precipita-
cion de biosurfactantes de Arthrobacter RAG-1. Para este
fin, se agrega 30% de (NH4),SO, directamente al medio de
cultivo sin remover las células y se deja reposar toda la
noche. Después el precipitado es suspendido en 3% de
(NH4),SOy saturado y centrifugado hasta que el sobrena-
dante sea clarificado. Posteriormente se agrega (NH,4),SO4
a una concentracion final de 40%. El precipitado resultante
es centrifugado y extraido con éter. Kaplan y Rosenberg
(1982), obtuvieron biosurfactante de A. calcoaceticus
BD413 por incremento sucesivo de (NH,4),SO,4 agregado a
extractos libre de células. (4) Precipitacion acida; este mé-
todo es facil, econdmico y rapidamente disponible para
recuperar crudo como la surfactina, lipopéptidos, glicolipi-
dos, etc. La hidrdlisis acida usa HCI concentrado para ba-
jar el pH hasta 2.0 de insolubles a pH bajos (Mukherjee,
Das, y Sen, 2006), precipita proteina y lipidos contenidos
en los biosurfactantes a 4°C (Cooper et al., 1981). La
muestra se centrifuga y el pellet obtenido es extraido usan-
do varios solventes (Nitschke y Pastore, 2006; Tha-
niyavarn et al., 2003). El material extraido es filtrado para
remover residuos y evaporado hasta secar completamente
en un rotavapor. Los lipopéptidos de microorganismos que
desarrollan en medios simples o complejos son purificados
también por este método. En el caso de los ramnolipidos el
sobrenadante es hidrolizado con HCI para precipitar glico-
lipidos, lo cual son convertidos en insolubles en solucion
acuosa. Durante la acidificacion, el biosurfactante presente
es protonado, lo cual lo hace menos soluble en agua. Los
métodos de acidificacion, centrifugacion y extraccion son
aplicables a otros glicolipidos. Sin embargo, diferente sol-
ventes, cloroformo, metanol y acetato de etilo son usados
generalmente para purificar ramnolipidos. La fase organica
es removida y se mezcla con Na,SO,4 para remover el agua
y puede ser concentrado en un rotavapor a 40°C para obte-
ner el extracto crudo. Los residuos son disueltos en
NaHCO; para purificar el biosurfactante. El nimero de
publicaciones reportando la purificacion de ramnolipidos
por precipitacion acida ha ido en aumento (Haba et al.,

2000; Smyth et al., 2009a). Otras moléculas como los sofo-
rolipidos (Nunez et al., 2001), lipidos de trealosa, lipidos
de mannosylerytritol (MELs) (Rapp et al., 1979), son ex-
traidos de forma similar que los ramnolipidos.

2 Métodos de caracterizacion de biosurfactantes:

La caracterizacion preliminar del biosurfactante se rea-
liza mediante una cromatografia en capa fina (TLC), esta
es una de las técnicas mas comunes para detectar biosur-
factante, y se basa en el principio de competencia de solu-
tos con el solvente en los sitios de superficie del adsorben-
te. Los compuestos son distribuidos en la superficie del
adsorbente. Cada muestra es separada en la placa para evi-
tar contaminacion cruzada con otra. Para detectar biosur-
factante, se utiliza un sistema de solventes dependiendo el
tipo de compuesto de interés. Los solventes organicos e
inorganicos en los que puede ser disuelto y no volatiles son
los que se prefieren. Los solventes que no pueden ser usa-
dos en HPLC, deteccion de UV por su interferencia pueden
ser usados en el TLC. Algunos como el acido acético,
diétil éter, acetato de etilo, n-hexano y pirimidina son nece-
sarios para mover los grupos funcionales del biosurfactan-
te. La deteccion de los spot de las muestras en las placas de
TLC, pueden ser determinadas por técnicas destructivas y
no destructivas, las no destructivas tenemos la iodina, mé-
todos con agua y radiacion UV, las destructivas involucra
el uso de H,SOy, orcinol, y ninhidrina para la deteccion de
carbohidratos, lipidos y proteinas (Costa et al., 2006.,
Desai y Banat., 1997., Ellaiah et al., 2002., Gunther et al
2000, Arutchelvi y Doble,_2010).

Los biosurfactantes de alto peso molecular son analiza-
dos por ensayos colorimétricos (Lowry’s, Bradford), es-
pectrometria de masas (MS) y técnicas de secuenciacion.
El contenido de acidos grasos y secuenciacion del péptido
es determinado con la ayuda de un equipo automatizado de
degradacion de EDMAN vy espectrometro de masas. La
combinacion de todas estas diferentes metodologias es
importante para predecir la estructura completa del biosur-
factante.

3 Determinacion del contenido de proteina-lipidos

Los biosurfactante de alto peso molecular por lo gene-
ral contienen lipoproteinas, proteinas, polisacaridos, lipo-
polisacaridos o combinacion de estas. Las proteinas son
cuantificadas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951)
y Bradford (1976) y es usado por varios investigadores.

4 Uso de proteasas para la digestion de proteinas

La identificacion de la secuencia de aminoécidos de la
proteina, no siempre es posible debido a la incapacidad de
obtener mediciones precisas de proteinas mas grandes, por
lo que la degradacion de EDMAN y la MS son mas facti-
bles para el analisis de estructura de péptidos pequeiios. Es
necesaria la digestion de la proteina en pequefios péptidos
de 6 a 20 aminoacidos para ser analizadas por EDMAN y
MS/MS con la finalidad de proporcionar informacion nece-
saria para identificar y reconstruir la estructura de la protei-
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na completa. Las proteasas son usadas para la digestion, se
usa tripsina por ejemplo que rompe las proteinas en los
residuos de lisina y arginina en la direccion del C-terminal.
Otras proteasas pueden ser usadas para ayudar a determi-
nar el orden de secuencia de cada péptido (Strader et al.,
2006 y Smyth et al., 2009b).

5 Electroforesis en geles de poliacrilamida-Dodecil sulfa-
to de sodio (SDS-PAGE)

Este método sirve para separar y determinar el peso
molecular de la molécula del biosurfactante, involucra el
uso de electroforesis, en el cual la muestra es aplicada en
un buffer de carga que contiene un buffer y SDS. El papel
del buffer de reduccion es romper los enlaces de disulfuro
para facilitar la disposicion linear de la proteina. Seguido
por la union del SDS a la proteina (dependiendo de la ma-
sa molecular) para crear una proteina cargada negativa-
mente. Bajo la influencia de la corriente eléctrica, las pro-
teinas (dependiendo de la masa molecular) son separadas.
Cada proteina puede ser eludida, removida y extraida de la
banda (Toren et al., 2001).

6 Ensayos colorimétrico para deteccion y cuantificacion
de glicolipidos

Los glicolipidos son cuantificados por el desarrollo de
color usando la prueba de antrona u 6rcinol. Estos ensayos
detectan y cuantifican los glicolipidos presentes después
de la acidificaciéon y calentamiento de la ramnosa, la cual
forma un color con el reactivo, se usa una curva de calibra-
cion de ramnosa o ramnolipidos de 0-50 mg/dl (Hodge y
Hofreiter, 1962). Las moléculas de ramnosa de los ramno-
lipidos reaccionan con el H,SO, y 6rcinol (1,3-dihidroxi-5-
metilbenceno) a altas temperaturas (30 min/80°C) y es
cuantificado a 421 mn (Koch et al., 1991).

7 Caracterizacion quimica de los biosurfactante

Existen varios métodos llamados: TLC, HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Afinidad), IR (Infrarrojo),
GC-MS (Cromatografia de Gases-Espectrometro de Ma-
sas, NMR (Resonancia Magnética Nuclear) y FAB-MS
(Bombardeo Atomico Répido-Espectrometro de Masas).
El HPLC, consiste en una fase moévil, fase estacionaria y
un detector. La fase movil lleva la muestra en solucion y
es inyectada a través del inyector. La fase estacionaria es
un solido, sobre el cual la fase movil fluye continuamente
los componentes de la muestra. Los componentes migran
acorde a las interacciones no covalentes de los compuestos
de la columna. El detector emite respuesta a la elucion de
la muestra y subsecuentemente sefiales en picos en el cro-
matograma. La cromatografia de gases GC-MS constituye
un poderoso instrumento en la determinacion de los com-
ponentes de una muestra, al permitir tanto la separacion de
éstos como su deteccion individual. El espectro de masas
(MS) de un compuesto puro ofrece valiosa informacion
para fines de identificacion cualitativa, siendo la determi-
nacion del peso molecular lo mas importante, si bien la

fragmentacion de la molécula puede ayudar en gran medi-
da a la identificacion del compuesto (Yakimov et al.,
1995). El analisis de infrarrojo (IR): consiste en la aplica-
cion de una fuente de radiacion infrarroja, la cual cubre el
rango del espectro entre 0.78 y 1000 mm. La absorcion de
IR es restringida a compuestos con pequeiia energia en los
estados vibracional y rotacional. Esta técnica determina los
grupos funcionales de muestras; gases, liquidos y soélidos,
y apoya a la elucidacién de la estructura del compuesto
(Heyd et al., 2008). La surfactina, liquesina y ramnolipidos
han sido caracterizados por esta técnica (Das, 2008;
Mukherjee, 2008; Sen, 2008). El analisis por NMR; se
basa en la transicién de &tomos con un momento magnéti-
co cuando un campo magnético externo se aplica. La
NMR proporciona informacion sobre los grupos funciona-
les, asi como la posicion de los vinculos dentro de las mo-
léculas de carbohidratos y lipidos. Es posible obtener la
ubicacion exacta de cada grupo funcional asi como la in-
formacion de los isomeros estructurales. El método de
FAB-MS es un método de ionizacidon suave que requiere
una sonda de insercion directa para la introduccion de la
muestra. La muestra del biosurfactante se disuelve en me-
tanol, se mezcla con la matriz y se utiliza para el analisis.
El grupo de investigaciéon de Manso Pajarron et al., (1993)
han identificado mezclas de ramnolipidos utilizando este
método. Es importante mencionar que los requisitos de
tiempo para llevar a cabo algunas de la extraccion, purifi-
cacion y analisis de algunos de los procedimientos descri-
tos anteriormente pueden ser afectadas por varios factores
tales como volumen de muestra, la presencia de carbono
residual o la produccion de otros sustratos como el petro-
leo, mezclas o complejas composiciones medio (Satpute et
al., 2010).

Conclusiones

Basados en esta revision, los biosurfactantes produci-
dos por especies del género Pseudomonas, principalmente
las asociadas a plantas son ampliamente diversos, en es-
tructura, y en actividad bioloégica. Aunque se han identifi-
cado un gran nimero de genes involucrados en la biosin-
tesis de biosurfactantes, aun en varios de ellos se descono-
ce su regulacion de produccion en este género. Se conoce
mucho en cuanto a la produccion, biosintesis, regulacion y
aplicaciones de los ramnolipidos, y se desconocen algunos
de estos puntos en los lipopéptidos ciclicos. Se debe dar
mayor énfasis en las bacterias que tienen la capacidad de
producir biosurfactante, utilizar los métodos correctos para
su identificacion y elucidacion de la estructura, asi como
las posibles aplicaciones ambientales (biocidas, biocontrol,
biorremediacion, etc) con la finalidad de usar estas tecno-
logias compatibles con el medio ambiente. Se debe consi-
derar el uso de fuentes de carbono de bajo costo y renova-
bles, asi como continuar la investigacion dirigida hacia el
analisis y explotacion de la secuencia de los genomas de
las bacterias productoras, lo cual permitira la comprension
de la sintesis, regulacion y actividad de los biosurfactante
producidos por Pseudomonas sp.
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