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PROLOGO

Las ciencias bioldgicas se caracterizan por una amplia diversidad de areas de
estudio que abarcan desde las moléculas, las células y los microorganismos hasta los
procesos ecologicos y evolutivos. Esta diversidad permite abordar la complejidad de
los sistemas vivos desde distintas escalas de anadlisis y establecer vinculos entre la
investigacion basica, el desarrollo biotecnoldgico, la salud, el ambiente y la reflexion sobre
el conocimiento cientifico.

El segundo tomo de Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias reune
once capitulos que reflejan esta pluralidad de enfoques y perspectivas. Los trabajos
presentan investigaciones experimentales y analisis conceptuales que exploran procesos
biologicos, metodologias de estudio y aplicaciones tecnoldgicas en ambitos como la
biotecnologia, los biomateriales, los productos naturales, la microbiologia, el control
bioldgico, la biorremediacion y la evolucion. En conjunto, las contribuciones muestran la
diversidad de problemas y aproximaciones que caracterizan la investigacion y la reflexién
en las ciencias bioldgicas.

La obra se organiza en tres ejes tematicos que permiten articular los distintos
campos de estudio y destacar las principales aportaciones de los capitulos.

El primer eje, Biotecnologia, biomateriales y aplicaciones de recursos
naturales, relne investigaciones orientadas a la caracterizacion de recursos naturales,
el desarrollo de materiales y la evaluaciéon de sus propiedades bioldgicas. Los
capitulos abordan la optimizaciéon de métodos de extraccion de proteinas vegetales,
la sintesis biogénica de nanoparticulas de 6xido de zinc mediante el uso de aceite de
oliva, la evaluacion citogenética de un extracto acuoso de Taxodium mucronatum, la
elaboracion de membranas de quitosano y alcohol polivinilico para el mantenimiento de
células troncales mesenquimales y el estudio de la actividad antimicrobiana de aceites
ozonizados. En conjunto, estos trabajos muestran distintas estrategias experimentales
para el aprovechamiento de recursos naturales y el desarrollo de materiales y productos
de interés biotecnoldgico y biomédico.

El segundo eje, Microorganismos y estrategias de control biologico y
remediacion ambiental, integra estudios sobre microorganismos, comunidades
microbianas y materiales naturales en contextos agricolas y ambientales. Las
contribuciones incluyen la caracterizacion de una cepa bacteriana con capacidad para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos, el analisis de poblaciones fungicas y
concentraciones de metales en aguas y suelos agricolas, la evaluacion de biomasas

naturales para la remocién de cromo hexavalente y el estudio de la capacidad de



Trichoderma asperellum para remover un colorante sintético en solucion acuosa. Estos
trabajos exploran el potencial de los sistemas bioldgicos y de los recursos naturales en el
control de organismos fitopatdgenos y en el desarrollo de alternativas para la remocién
de contaminantes.

El tercer eje, Evolucion bioldgica, origen del ser humano y conocimiento
cientifico, reline dos capitulos que abordan cuestiones fundamentales sobre la
evolucion bioldgica, el origen del ser humano y la naturaleza del conocimiento cientifico.
Uno de ellos examina la controversia entre evolucion y creacionismo, asi como los
criterios epistemolégicos que permiten distinguir las explicaciones cientificas de otros
tipos de planteamientos. El segundo aborda la cuestion de la existencia del primer ser
humano. En conjunto, ambos trabajos incorporan una perspectiva reflexiva sobre la
evolucion, la interpretacion de la evidencia y la construccion del conocimiento en las
ciencias biologicas.

La integracion de estos tres ejes permite reconocer las ciencias bioldgicas como
un campo dinamico y diverso, en el que la investigacion experimental, la innovacion
tecnolodgica, el estudio de los problemas ambientales y la reflexion sobre el conocimiento
cientifico ofrecen distintas perspectivas para comprender los sistemas vivos. Los
trabajos reunidos en esta obra muestran la amplitud de los temas que conforman este
campo de conocimiento y la variedad de enfoques mediante los cuales se exploran sus
preguntas y desafios.

Esperamos que este volumen contribuya a la difusion del conocimiento cientifico,
al intercambio académico entre investigadores y al fortalecimiento de nuevas perspectivas

de estudio en las ciencias biologicas y sus tecnologias.

Dra. Alda Rocio Ortiz Muiiiz
Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Iztapalapa, México
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RESUMEN: Tecoma stans es una planta
ampliamente utilizada en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento
de diversas enfermedades, principalmente
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la diabetes. Se ha comprobado que posee
actividades terapéuticas como antiinflamatoria,
anticancerigena, antibacteriana, antifungica,
antioxidante, hepatoprotectora y actua en la
cicatrizacion de heridas. En el presente trabajo
se evaluaron cuatro metodologias diferentes
de extraccion de proteina utilizando plantas
de T. stans, con la finalidad de establecer un
unico protocolo para estudios protedmicos
de hoja y raiz. Para la extraccion de proteina
se usO una muestra con 0.25 g de hoja y
otra con 0.5 g de raiz. Los extractos fueron
cuantificados mediante la técnica de Bradford,
posteriormente se evalué la cantidad de
proteina soluble que se obtuvo de cada
protocolo, asi como para cada tipo de 6rgano.
Las muestras de proteina de cada protocolo se
cargaron a una electroforesis SDS-PAGE al 9
y al 12%, con el fin de observar el numero de
bandas, resolucion y nitidez de las muestras
proteicas. El analisis de varianza del numero
de bandas obtenidas sugiere que tanto el
tipo de o6rgano, el método de extraccion y su
interaccion tienen efectos significativos en
cadaexperimento. Conbase alasinteracciones
de las medias obtenidas en la prueba Tukey con
95% de confianza. El mejor efecto se obtuvo
al utilizar TCA/acetona para extraer proteina
a partir de raices (22+1 bandas). Por lo tanto,
en este trabajo establecio la metodologia de
extraccion optima, obteniendo resultados
satisfactorios que pueden permitir estudios
protedmicos desde tejidos de T. stans.
PALABRAS CLAVE: extraccion de proteina
de plantas; TRI-Reagent; TCA/Acetona;
ammonium sulfate precipitation.
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EVALUATION OF PROTEIN EXTRACTION METHODS FROM LEAVES AND ROOTS
OF TECOMA STANS

ABSTRACT: Tecoma stans is a plant widely used in traditional Mexican medicine
for the treatment of various diseases, mainly diabetes. It has been proven to possess
therapeutic activities such as anti-inflammatory, anticancer, antibacterial, antifungal,
antioxidant, hepatoprotective, and it aids in wound healing. In the present work, four
different methodologies for total protein extraction using T. stans plants were evaluated,
with the aim of establishing a single protocol for proteomic studies from leaf and root
tissue. For protein extraction, 0.25 g of leaf and 0.5 g of root were used. The extracts were
quantified using the Bradford technique, and subsequently, the amount of soluble protein
obtained from each protocol was evaluated, as well as for each type of organ. The protein
samples from each protocol were loaded onto a 9 and 12% SDS-PAGE gel to observe the
number of bands, resolution, and clarity of the protein samples. The analysis of variance
of the number of bands obtained suggests that both the type of organ, the extraction
method, and their interaction have significant effects in each experiment. Based on the
interactions of the means obtained in the Tukey test with 95% confidence. The best effect
was obtained by using TCA/acetone to extract protein from roots (22+1bands). Therefore,
in this work, the optimal extraction methodology was established, obtaining satisfactory
results that may allow proteomic studies from T. stans tissues.

KEYWORDS: plant protein extraction; TRI-Reagent; TCA/acetone; SDS-PAGE.

1. INTRODUCCION

T. stans es una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de diversos padecimientos y principalmente es usada para tratar la diabetes,
ademas existen estudios que validan su actividad hipoglucemiante (lbarra et al., 2009,
Irigoten-Rascon and Paredes, 2015; Ramirez-Ortiz et al, 2016 y Torres, 2019). Esta
planta posee otros beneficios terapéuticos, como su actividad cicatrizante, antioxidante,
antibacteriana, antifungica, antiinflamatoria, hepatoprotectora, anticancerigena entre
otras (Anand & Basavaraju, 2020). Hasta el dia de hoy, se han aislado 120 compuestos
quimicos en esta especie, tales como alcaloides monoterpénicos, acidos fendlicos,
flavonoides, carotenoides, terpenoides, glucosidos, fitoesteroles, aceites volatiles y
acidos grasos insaturados (Taha, 1954; Sbihi et al., 2015; Taher et al., 2016; Alade et al.,
2019; Mohammed et al., 2019).

A estos componentes se les conoce como metabolitos secundarios (MS), los
cuales son compuestos que participan favoreciendo la interaccion de la planta con su
ambiente y otros organismos, también, participan como mediadores contra la infeccion,
la depredacion, el agobio ambiental y la competencia con otras especies, las protegen

del consumo por parte de los herbivoros, atraen a los polinizadores y ademas de estar
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involucrados en la dispersion y proteccion de frutos y semillas (Alcantar-Aguirre, 2005;
Rivera-Nunez y Obon de Castro, 2007).

Los MS son el resultado de una biosintesis constitutiva, especifica y localizada,
ya sea en algun tipo organo, tejido o bien en toda la planta. Estos pueden almacenarse
en organos o tejidos ajenos a su origen, y estos productos pueden o no distribuirse de
manera uniforme en la planta (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Alcantar-Aguirre, 2015).
Una parte importante en la biosintesis de los MS son las proteinas o enzimas involucradas,
pues estan especificamente relacionadas con la produccion o acumulacion de éstos. Por
lo que, para poder conocer las proteinas involucradas en la biosintesis de los MS, es
prioritario seleccionar el material vegetal rico en MS de interés, y acto seguido, extraer las
proteinas del tejido u érgano (Martinez-Esteso et al., 2015).

La extraccidon de proteinas es un paso crucial para futuros estudios de analisis
protedmicos, hablamos de un proceso mediante el cual se recuperan las proteinas
intracelulares, ya sea por métodos mecanicos o quimicos, priorizando el menor dafno
posible a éstas (Ahmed, 2005). La elecciéon del método de ruptura depende de la
localizacion de la proteina y las caracteristicas mecanicas del tejido o células de
donde se pretende aislar (Ramirez, 2016). Ademas, los tejidos vegetales presentan
niveles relativamente bajos de proteina, y la extraccion se puede ver afectada por
la presencia de proteasas, interferentes como polisacaridos, pigmentos, acidos
nucleicos, lipidos y compuestos fendlicos (Faurobert et al., 2007; Méchin et al., 2007).
Actualmente, ninguna metodologia de extraccion de proteinas logra capturar el
proteoma completo de una planta, por lo que es necesario optimizar o bien buscar
el protocolo que favorezca la mejor extraccion posible. Existen metodologias de
extraccion para plantas modelo, sin embargo, para plantas con un alto contenido de
MS, se deben aplicar metodologias robustas y reproducibles para futuros analisis
protedmicos (Pavokovi¢, Kriznik & Krsnik-Rasol, 2012).

Sabiendo que T. stans es una planta que tiene un uso potencial en la medicina
tradicional, y se conocen sus fitoconstituyentes y efectos terapéuticos. En este trabajo
se realizaron diferentes metodologias de extraccion de proteina total utilizando una
planta de T. stans, con la finalidad de establecer un protocolo de extraccion para estudios

protedmicos de hoja y raiz de esta planta medicinal.

2. MATERIALES Y METODOS

Se colectaron hojas y raices frescas del arbol de T. stans (San Juan Bautista
Tuxtepec, Oaxaca; 18°04'53.3”N 96°10’32.2"W) y se congelaron a -20°C hasta su uso.
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Para cada uno de los diferentes métodos utilizados en los experimentos de extraccion
de proteina total soluble se utilizaron 0.25g de muestra de hoja y 0.5g de muestra de raiz,

ademas la extraccion se realizo por triplicado.

21. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO DE TCA/ACETONA

Se siguio el protocolo descrito por Niu et al., (2018), el pellet obtenido al final se le
agrego buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106), se mezcld y se realizé una centrifugacion
a 12,000 rpm a 4°C durante 2 min para recuperar la proteina soluble, el sobrenadante se
guardo a -20 °C.

2.2. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO DE SULFATO DE
AMONIO

El método se realizé de acuerdo con el protocolo de Ferrer et al., (2005) y
Bahadur et al., (2023) para lo cual las muestras de T. stans se maceraron en nitrogeno
liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se agregé 1 mL de solucion de
extraccion, compuesta de 0.1 M de solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.5, 1 mM
de KCI, 2 mM de EDTA y 1.5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). La muestra se dejo en
extraccion durante 2 horas a 4 °C y una vez pasado este tiempo se centrifugd a 12,000
rom durante 5 min a 4 °C. El extracto acuoso obtenido se precipitd toda la noche a 4 °C
con sulfato de amonio al 70%. Pasado este tiempo se centrifugd a 12,000 rpm durante
10 min a 4°C vy el pellet se resuspendid en buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106).
Se realiz6 una ultima centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C durante 2min para recuperar

solamente la proteina soluble y finalmente fue guardada a -20°C.

2.3. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO TRI-REAGENT

Para este protocolo, se siguid las indicaciones del proveedor. Las muestras
de T. stans se pulverizaron en nitrégeno liquido, posteriormente se adiciond 1 mL de
solucidon TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, 93289). El pellet obtenido al final del protocolo se
resuspendio en buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106).

2.4. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL KIT SIGMA ALDRICH
(PEO230)

Se siguid el protocolo de extraccion descrito en el Kit de extraccion de proteina
total de Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, PE0239).
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2.5. ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y TINCION DE GELES

Se realizd una electroforesis SDS-PAGE al 9 y 12%, con el fin de observar el
numero de bandas, resolucion y nitidez de las muestras proteicas. Las condiciones de
electroforesis fueron tampoén Tris-Glicina-SDS, 20 min a 70 v y 100 v durante 90 min. La

tincion se realizé con azul de Coomassie.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA de dos vias) a los
valores de concentracion de proteina recuperada y las bandas obtenidas por cada tipo
de 6rgano y método utilizado. La prueba Tukey con 95% de confianza fue aplicada al
numero de bandas obtenidas, con el fin de avaluar el mayor efecto en la extraccion de
proteinas, es decir, el tipo de método (4 diferentes), el tipo de érgano (raiz y hoja) o bien la

interaccion de ambos. Se utilizo el software Minitab 18 (prueba gratis).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se evaluaron 4 diferentes protocolos, descritos en la
metodologia. En la Tabla 1, se muestran los resultados de la cuantificacion de proteina
total soluble de los diferentes precipitados proteicos. Segun los datos, el protocolo
de extraccion para hoja que proporciond una mayor concentracion de proteina fue el
método de sulfato de amonio seguido de la metodologia de TRI-Reagent, TCA/acetona
y Kit de Sigma Aldrich (650+62, 481+11, 16717, 77+12ug de proteina/g de biomasa
respectivamente). En el caso de raiz, el mejor método es TCA/acetona (286+31 ug de
proteina/g de biomasa). El andlisis de varianza mostro diferencias significativas (valor de

P<0.05) sobre los valores de concentracién obtenidos por cada método y tipo de érgano.

Tabla 1. Cuantificacion de proteina total soluble por el método de Bradford.

Concentracion (ug/pL) Proteina total (ug) Hg del;:::i::/ gde
Método Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
TCA/Acetona 4+1 27+3 1943 143116 77+12 286+31
Sulfato de amonio 32+3 9+8 162+15 46+40 650+62 91+81
Kit-SIGMA 4+04 1+0.2 42+4 14+01 16717 29+0.2
TRI-Reagent 12+0.3 31 1203 28+9 48111 5717
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Por otra parte, la electroforesis SDS-PAGE permitid6 observar con mayor
claridad si el extracto proteico contenia proteinas o no, la posible presencia
compuestos interferentes o la degradacion de la muestra. Una virtud mas de estos
geles es su versatilidad de modificar el tamaio del poro, solo variando la concentracion
del polimero (Alvarez-Contreras, 2011). En este contexto, el contenido de proteina se
verificd en geles SDS-PAGE. En la Tabla 2, se presenta el condensado de bandas
proteicas obtenidas de hoja y raiz de T. stans de cada una de las metodologias
seleccionadas. El protocolo de extraccion que proporciono visibilidad a un mayor
numero de bandas fue el método de TCA/acetona para los extractos de raiz y hoja
(22+1y 8+1bandas, respectivamente), seguido de la metodologia de sulfato de amonio
para el caso de raiz (9+1 bandas), TRI-Reagent en el caso de hoja (5+0 bandas) y

finalmente el Kit Sigma (2+0).

Tabla 2. Promedio de bandas obtenidas en el perfil electroforético de las diferentes metodologias de extraccion/
precipitacion y érgano de la planta.

Bandas observadas
Promedio de bandas
Métodos Hoja Raiz
TCA/acetona 8+1° 22+ 12
Sulfato de amonio 3+2° 91
Kit Sigma 2+0° 1+£0¢°
TRI-Reagent 5+ Qb 4+ 3¢

En columnas, letras distintas indicaron diferencias significativas (p < 0.05). Se muestra media y desviacion estandar.

En la Fig. 1, se muestra el gel SDS-PAGE para los extractos de hoja. La mejor
metodologia fue TCA/acetona que dio como resultado 9 bandas definidas (20, 30, 32,
37,42, 44, 57, 64 y 85 kDa). En comparacion con los demas métodos, bandas que se
logran apreciar, en su mayoria no se encuentran muy bien definidas, por ejemplo; para la
extraccion con sulfato de amonio se aprecian 5 bandas de las cuales 4 concuerdan con

las observadas en TCA/acetona, que se encuentran entre los 44, 57, 64 y 85 kDa.
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Fig. 1. Gel SDS-PAGE al 9% con proteina total soluble extraida de hojas de T. stans. Muestra de proteina extraida
utilizando el método de: E1) TCA/acetona. E2) Sulfato de amonio. E3) Kit Sigma Aldrich PE0230. E4) TRI-Reagent.

MPM El E2 E3 E4

96 kDa

66 kDa

48 kDa

40 kDa

32 kDa

26 kDa

En la Fig. 2, se muestra el condensado del perfil electroforético de los extractos
obtenidos a partir de raiz. Se observo un numero de bandas mayor que en hoja respecto
algunos métodos en particular, y un bandeo mucho mas definido. El perfil electroforético
de los extractos mediante TCA/acetona evidencia al menos 22 bandas que van desde
los 20 a 100 kDa aproximadamente, presentes en el triplicado del experimento. En las
muestras recuperadas a partir de la extraccion con sulfato de amonio, se logré observar
un bandeo definido, en el que se pueden apreciar 11 diferentes bandas, de las cuales 5
estan presentes en todas las muestras (23, 32, 38, 63 y 86 kDa). Para las metodologias de
TRI-Reagent y el Kit Sigma PE0230, el bandeo fue menor y los condensados de proteinas
fueron definidos por debajo de 48 kDa. Para el Kit Sigma PE0230, se logré observar una
sola banda (29 kDa). Para la metodologia TRI-Reagent se aprecian al menos 6 bandas
(entre 45y 29 kDa).
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Fig. 2. Gel SDS-PAGE al 9% con proteina total soluble extraida de raiz de T. stans. E1) TCA/acetona. E2) Sulfato de
amonio. E3) Kit Sigma Aldrich PE0230. E4) TRI Reagent.

MPM El E2 MPM E3 E4

96108

48x0a

40x0a

32408

2608

Segun Wang et al., (2016) y Niu et al., (2018), el uso de la metodologia de TCA/
acetona para extraccion de proteinas en plantas ha mostrado resultados favorables al
tener perfiles proteicos con buena resolucion y definicion de bandas, lo que concuerda
con los resultados de este trabajo.

De manera particular, en la metodologia de sulfato de amonio, las investigaciones
sugieren que este método necesita de un paso de purificacion para eliminar
completamente las sales de sulfato restantes, como la cromatografia en columna o
algunos métodos de ultrafiltracion (Basaca-Loya et al, 2009; Chen et al,, 2020), sin
embargo, en este trabajo no se incluyo dicho paso.

Para comparar la similitud o diferencia de bandeo entre los dos 6rganos de
estudio (ver Fig. 3), se realizd una electroforesis SDS-PAGE al 12%, usando el método
de extraccion TCA/Acetona por ser aquel donde se obtuvieron los mejores resultados.
El perfil electroforético indicd una notable diferencia en el numero de bandas, para las
muestras de hoja se observaron al menos 13 bandas definidas y separadas unas de otras.
Mientras que, las muestras de raiz revelaron la presencia de 19 bandas definidas. En el
caso de las proteinas de hoja se observaron 5 bandas mas por debajo de 20 kDa, las
cuales no se habian visualizado en el gel elaborado al 9%. De igual manera, en el caso de
la muestra de raiz se detectaron 4 bandas proteicas mas. Tomando en cuenta la relacion
entre las bandas observadas en el caso las muestras de raiz, las 22 bandas detectadas
al 9% corresponden a 14 bandas en el gel elaborado al 12%. El bandeo observado en
todos los geles son resultado de la tincion con azul de Coomassie, el cual tiene una
sensibilidad de 0.1 a 0.5 pug de proteina (Brunelle & Green, 2014). De tal modo que, tanto
en las muestras de raiz como de hoja pudieran ser detectadas un mayor nimero de

bandas proteicas si se utilizara otro método de tincién mas sensible.
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Fig. 3. Gel SDS-PAGE al 12% con proteina total soluble extraida de raiz y hoja de T. stans. EH1) Extraccion con TCA/
acetona en hoja. ER1) Extraccion con TCA/acetona en raiz.

EH1 MPM (kDa) ER1

Para cada tipo 6rgano a estudiar es necesario verificar la extraccion de proteina
con diferentes métodos para poder asegurar la mejor extraccion de proteina total soluble.
Al realizar la prueba Tukey con 95% de confianza, los valores de la media indican que
los mejores efectos respecto al método, drgano y la interaccion de ambos son; el mejor
método es el de TCA/acetona, seguido del tipo érgano el cual es la raiz y, por ultimo, el
mejor efecto se puede obtener al utilizar el método de TCA/acetona para extraer proteina

a partir de raices de T. stans.

4. CONCLUSIONES

Se logro cuantificar proteina en cada uno de los cuatro diferentes métodos
evaluados, tanto en hoja con raiz de la planta y los mejores resultados se obtuvieron en
los métodos de TCA/acetona y TRI-Reagent. Los valores de concentracion, cantidad de
proteina y la relacion proteina/biomasa obtenida estuvieron correlacionados con el perfil
electroforético (nimero de bandas) de 3 métodos utilizados (TCA/acetona, TRI-Reagent
y el Kit Sigma).

Los resultados obtenidos en los perfiles electroforéticos de geles SDS-PAGE
de cada tipo de organo y método de extraccion muestran una diversidad, integridad,

concentraciony abundancia considerable de proteinas, ya que se lograron obtener bandas
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con buena definicion y nitidez. Con base al andlisis estadistico, se concluye que todos los
experimentos tienen un efecto significativo, pero el mejor efecto se puede obtener al

utilizar el método de TCA/acetona para extraer proteina a partir de raices de T. stans.
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RESUMEN: El 6xido de zinc (ZnO) es un
compuesto quimico ampliamente utilizado
en biomedicina por sus propiedades
antimicrobianas. Estas propiedades pueden
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incrementarse si el ZnO se encuentra en
forma de particulas de tamafno nanométrico.
Existen métodos quimicos convencionales
para sintetizar nanoparticulas de ZnO. Sin
embargo, desde algunos anos, la sintesis
bidgenica de nanoparticulas a través de
compuestos naturales se ha consolidado como
una alternativa mas respetuosa con el medio
ambiente. Por lo tanto, este trabajo presenta la
obtencion de nanoparticulas de ZnO mediante
sintesis biogénica, utilizando aceite de oliva
como agente reductor y estabilizante. El
objetivo es explorar una metodologia sencillay
accesible para obtener nanoparticulas de ZnQO,
aprovechando las propiedades reductoras de
los metabolitos secundarios presentes en el
aceite de oliva virgen extra. Para ello, se evallo
el comportamiento de la sintesis utilizando
diferentes proporciones entre el precursor de
zinc y el aceite de oliva. Durante el proceso
de sintesis se observaron cambios de color,
pasando de amarillo a tonalidades verdes.
Mediante microscopia electronica de barrido
por emision de campo (FE-SEM), se observo
una morfologia heterogénea que incluyo a
las particulas con dimensiones inferiores a
100 nm. En general, los resultados respaldan
la viabilidad de utilizar aceite de oliva para
sintetizar nanoparticulas de ZnO mediante un
proceso sencillo y alineado con los principios
de sintesis verde.

PALABRAS CLAVE: oxido de
nanoparticulas; aceite de oliva;
biogénica; morfologia.

zinc;
sintesis
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BIOGENIC SYNTHESIS OF ZINC OXIDE NANOPARTICLES WITH OLIVE OIL

ABSTRACT: Zinc oxide (ZnQ) is a chemical compound widely used in biomedicine for
its antimicrobial properties. These properties can be enhanced if ZnO is constituted
as nanometric-sized particles. There are conventional chemical methods exist for
synthesizing ZnO nanoparticles. However, for some years now, a more environmentally
friendly alternative has been the biogenic synthesis of nanoparticles. Therefore, this
work shows the preparation of ZnO nanoparticles by biogenic synthesis using extra
virgin olive oil as a reducing and stabilizing agent. The objective was to explore a simple
and accessible methodology for obtaining ZnO nanoparticles, taking advantage of the
reducing qualities of the secondary metabolites contained in extra virgen olive oil. To
this end, the synthesis behavior was evaluated using different ratios of zinc precursor
to olive oil. During the synthesis, color changes were observed, shifting from yellow to
different shades of green. Using field emission scanning electron microscopy (FE-SEM), a
heterogeneous morphology with particles of dimensions less than 100 nm were observed.
Overall, the results support the feasibility of using extra virgin olive oil to synthesize ZnO
nanoparticles through a simple process and aligned with green synthesis principles.
KEYWORDS: zinc oxide; nanoparticles; olive oil; biogenic synthesis; morphology.

1. INTRODUCCION

El 6xido de zinc (ZnO) es un compuesto altamente valorado por sus propiedades
fisicoquimicas. En biomedicina, es ampliamente utilizado debido a su comportamiento
antimicrobiano (Alyamani et al., 2021). EI ZnO es un semiconductor con un valor de banda
de energia prohibida (banda gap) de alrededor de 3.3 eV. Cuando se incide una cantidad
de energia equivalente al valor de la banda gap ocurre un desplazamiento de electrones
de la banda de valencia a la banda de conducion, generando la formaciéon de pares
electron-hueco, los cuales al interaccionar con el oxigeno del entorno producen especies
reactivas de oxigeno (ROS; por sus siglas en inglés) (He et al., 2016). La generacion de
ROS puede causar estrés oxidativo a membranas celulares o componentes microbianos.
Las propiedades antimicrobianas del ZnO pueden incrementarse si el compuesto esta
constituido por particulas con tamafo nanométrico. Ademas de ROS otros fendmenos,
tales como la liberacion de iones Zn*? o a la interaccion fisica de las nanoparticulas de
ZnO con la pared celular conducen a la deformacion y ruptura de la membrana (Saliani
et al.,, 2016). Las particulas con tamafo nanométrico presentan una alta relacién area
superficial-volumen, lo cual conduce a una mayor interaccion con microorganismos,
potencializando su actividad antimicrobiana.

Existen diversos métodos para sintetizar nanoparticulas de ZnO, tales como
ablacidnlaser,sputteringy otros (enfogue “top-down”), procesos sol-gel, electrodeposicion,

sintesis quimica, etc (enfoque “bottom-up”) (Luque-Morales et al., 2021). Sin embargo, en
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los ultimos afnos se ha logrado sintetizar nanoparticulas utilizando recursos de origen
natural. Estos métodos entran dentro del enfoque “bottom-up” pero funcionan como una
alternativa viable y “verde” frente a procedimientos convencionales que pueden requerir
condiciones mas complejas, costosas y que requieren disolventes organicos o sustancias
quimicas potencialmente perjudiciales al ser humano o al medio ambiente. En este
contexto, existen diversos productos naturales, tales como proteinas, azlcares, aceites
y extractos vegetales que contienen compuestos bioactivos capaces de participar en los
procesos de reduccion y estabilizacion para la formacion de nanoparticulas (El-saadony
et al., 2024, Ramirez-Hernandez et al., 2022).

Por lo tanto, el presente trabajo consiste en un estudio exploratorio de la sintesis
de nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO) empleando una sal precursora de zinc y
aceite de oliva virgen extra como recurso de origen natural. La metodologia propuesta
considera el empleo de condiciones controladas de agitacion y temperatura, con el
proposito de favorecer la formacion y estabilidad de las nanoparticulas obtenidas. El
objetivo fue aprovechar los compuestos quimicos naturales con capacidad reductora
del aceite de oliva virgen extra, tales como los fenoles, para obtener a las nanoparticulas
de ZnO.

El aprovechamiento de los recursos naturales como métodos alternativos para
la sintesis de ZnO permite explorar metodologias mas accesibles y con un enfoque
orientado hacia procesos de menor impacto ambiental (sintesis verde). Por ello, la
obtencion de nanoparticulas de ZnO utilizando aceite de oliva virgen extra constituye
una estrategia de interés para explorar nuevas posibilidades en la generacion de
materiales con propiedades antimicrobianas y potencial utilidad en aplicaciones
relacionadas con la atencién y recuperacion de lesiones cutaneas (tratamiento de

heridas y quemaduras) y cuidados posoperatorios.
2. MATERIALES Y METODOS

21. MATERIA PRIMA

Para la sintesis de las nanoparticulas de ZnO se utilizd nitrato de zinc
hexahidratado (Zn(NO3),-6H,0) como sal precursora y aceite de oliva virgen extra como
agente reductor y estabilizante, agua destilada, disolventes hexano y diclorometano

(Sigma Aldrich) para la preparacion de muestras.

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 2 “



2.2. SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Para llevar a cabo la sintesis, primero se prepard una disolucion acuosa de
Zn(NO3)»-6H,0 a una concentracion de 01 M. Posteriormente, diferentes cantidades de
la disolucion fueron mezcladas por separado y directamente con aceite de oliva virgen
extra. Considerando un volumen total de 100 mL, se mezclaron contenidos de disolucion
de sal precursora y de aceite de oliva virgen extra tal como se indica en la Tabla 1. Los
experimentos de sintesis fueron realizados bajo condiciones controladas de temperatura,
agitacion y tiempo de reaccion. Cada reaccion se llevo a cabo bajo agitacion magnética
constante, a una temperatura de 60 °C durante 3 h. El comportamiento fisico de cada
reaccion, tal como el cambio de color, fue monitoreado visualmente. Una vez finalizadas

las reacciones fueron almacenadas en refrigeracion para su posterior caracterizacion.

Tabla 1. Datos de las reacciones realizadas.

Reaccion Sal precursora Aceite de oliva
Blanco 0.5 mL de H,0 50 mL

RxnA-5 50 mL 5mL

RxnA-25 50 mL 25 mL
RxnAS-50 50 mL 50 mL

RxnS-5 5mL 50 mL
RxnS-0.5 0.5 mL 50 mL

2.3. CARACTERIZACIONES

Con el proposito de evaluar el comportamiento de los productos de reaccion,
los productos de reaccién fueron caracterizados mediante espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-Vis) y microscopia electrénica de barrido de emission de campo (FE-SEM).

Para el analisis por UV-Vis se utilizd hexano como disolvente de las muestras y de
la referencia. Para la referencia, se preparé una disolucion utilizando 100 pL de aceite de
oliva en 3 mL de hexano. Cada muestra se colocé posteriormente en una celda de cuarzo
y se realizo el barrido espectroscopico en un intervalo de 200 a 800 nm, empleando las
fuentes de radiacion correspondientes al intervalo de analisis. El estudio fue realizado en
un espectrofotometro ultravioleta-visible Lambda 25 de Perkin Elmer.

La caracterizacion morfoldgica se realizé en un microscopio electrénico de
barrido de emisién de campo (FE-SEM), modelo MIRA 3 de la marca Tescan. Previo al
analisis, las muestras fueron encapsuladas en peliculas delgadas utilizando un polimero
termoplastico (Elvax 40w®). Para ello, el polimero fue disuelto en diclorometano, en el

cual se adicionaron los productos de reaccion. Una vez que el disolvente fue evaporado
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y se formaron las peliculas, estas fueron fracturadas usando nitrogeno liquido. Las
zonas fracturadas fueron posteriormente cubiertas con una capa ultradelgada de oro,
con la intencion de volverlas conductoras y con ello, permitir el analisis mediante FE-
SEM. El comportamiento morfologico de los productos de reaccion fue determinado a
8 kV, con una distancia de trabajo de aproximadamente 9 mm y usando un detector de
electrones secundarios.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
31. CAMBIOS FiSICOS DURANTE LA SINTESIS

Como efecto de la reaccion entre la sal precursora de zinc y el aceite de oliva
se observaron cambios visibles en la coloracidén y consistencia de las mezclas. El
aceite de oliva mezclado solo con agua destilada, utilizado como blanco o referencia,
mostro una tonalidad amarilla, tal como se observa en la Figura 1(a), mientras que las
reacciones a diferentes condiciones de reaccion mostraron cambios en la tonalidad con
una tendencia al color verde. Los cambios de tonalidad mas evidentes se observaron en
los experimentos con una mayor proporcion de aceite de oliva, particularmente en las

condiciones RxnAS-50, RxnS-5 y RxnS-05 mostradas en la Figura 1.

Figura 1. Cambios de coloracion de los productos de reaccion. (a) Blanco, (b) RxnS-50 (c) RxnS-5 (d) RxnS-05.

"'*‘. - My Y 2 -

3.2. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

Los resultados de los productos de reaccion obtenidos mediante espectroscopia
UV-Vis mostraron solo ligeras variaciones en las sefiales de absorcion en comparacion

con el blanco (aceite de oliva) (Figura 2). Sin embargo, con la muestra RxnS-05 el cambio
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en las senales de absorcion fue mas evidente. Esta muestra consistio en bajo contenido
de sal precursora y alto contenido de aceite de oliva. Como consecuencia, se esperaba
un comportamiento similar a la muestra blanco o control. Contrariamente, el resultado
fue diferente. Los picos de absorbancia alrededor de 400 y 675 nm, los cuales son
representativos del aceite de oliva fueron desplazados. La primera senal fue desplazada
a una mayor longitud de onda. Contrariamente, la segunda senal fue desplazada a
una menor longitud. Debido a estos cambios de absorbancia en la zona de irradiacion
visible, el color del producto de reaccion cambio, tal como se muestra en la Figura
1(d), de amarillo a verde. El efecto podria adjudicarse a desplazamientos electronicos
internos de los grupos quimicos presentes en el aceite de oliva. El compuesto natural
estéa constituido de diversos compuestos, entre ellos, fenoles cuya estructura consiste
en grupos aromaticos, otros dobles enlaces conjugados y grupos carbonilos (Servili et
al.; 2014). Como consecuencia, dependiendo de las condiciones de reacciéon y de los
contenidos de sal precursoray los grupos fenoles, podrian existir interacciones quimicas
que se manifiestan a través de la absorcidon y emision de luz visible (cambio de color) y

con la formacion de nanoparticulas de éxido de zinc.

Figura 2. Espectros de absorcion por UV-Vis de las reacciones.
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3.3. COMPORTAMIENTO MORFOLOGICO

En la Figura 3 se muestra el resultado de la caracterizacion mediante microscopia
electronica de barrido con emision de campo (FE-SEM) del producto de reaccién

denominado RxnA-25, correspondiente a 50 mL de la disolucion de la sal precursora
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y 25 mL de aceite de oliva. En las micrografias es posible observar conformaciones
estructurales de diferente tamano con una morfologia heterogénea soportadas en el
polimero usado como plantilla. Las imagenes aumentadas del lado derecho muestran
particulas de dimensiones inferiores a 100 nm (ver Figuras a' y b’).

La morfologia heterogénea obtenida implica que el proceso de sintesis contintia
en evolucion, es decir, los parametros de sintesis tales como relacion sal precursora/
agente reductor, temperatura, tiempo de reaccion y agitacion permitieron obtener
nanoparticulas del oxido metalico, pero no se alcanzo un control en el tamafno y forma
del producto. Esto indica que las variables de sintesis juegan un papel fundamental en
el desarrollo de la nucleacion y el control en el crecimiento de las nanoparticulas para
obtener tamanos uniformes y formas definidas. Se han reportado diversas morfologias
y tamafnos para la generacion de nanoparticulas de ZnO por métodos verdes.
Generalmente, la morfologia y tamafo es dependiente del método y las variables de
sintesis, asi como del procesamiento o tratamiento posterior a la sintesis (Agarwal et al;
2017). El método de sintesis biogénica para producir nanoparticulas y éxidos metélicos
ha sido favorablemente conveniente, debido a la formacién rapida, simple, econémica y
respetuosa con el medio ambiente. Aunque, debido a la presencia de diversos grupos
quimicos presentes en los compuestos naturales, controlar la morfologia y el tamario de
las nanoparticulas no es tan facil. Por lo tanto, para cada par sal precursora/compuesto
natural se investigan los parametros de sintesis que puedan, inicialmente, generar la
formacion de las nanoparticulas y posteriormente, alcanzar un control sobre el tamafno
y forma.

El aceite de oliva virgen extra contiene diversos compuestos bioactivos tales
como los fenoles. Por lo general, el aceite de oliva virgen extra ha sido estudiado debido
a sus propiedades benéficas para la salud humana. Por ejemplo, Servili et al., (2014)
reportaron una revision sobre el contenido y comportamiento de fenoles en aceite de
oliva virgen extra y su actividad bioldgica, principalmente su actividad antioxidante. Por
lo tanto, posiblemente, los compuestos fenodlicos del aceite de oliva virgen extra sean los
encargados del fendmeno de reduccion de la sal precursora a nanoparticulas de oxido de
zinc, mientras que los demas compuestos naturales contenidos en el aceite de oliva podrian
estar interfiriendo en la estabilizacion de las nanoparticulas generadas. Es decir, podrian
favorecer para estabilizar la forma y el tamafo o contrariamente, impedir la formacion
de una morfologia definida. De manera general, es necesario una mayor profundidad en
el estudio, explorando diversas variables de sintesis para controlar el tamafo y forma
de las nanoparticulas obtenidas y establecer algun mecanismo de interaccion entre los

compuestos naturales del aceite de oliva virgen extra y el precursor metalico.
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Figura 3. Micrografias tomadas por FE-SEM del producto de reaccion RxnA-25 a: (a) 10,000x, (b) 20,000x. El lado
derecho muestra imagenes aumentadas de las micrografias, con su escala en nanémetros para hacer notar a las
nanoestructuras formadas.

200 nm
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4. CONCLUSIONES

El presente estudio consistié en una exploracion de una metodologia simple,
econdémica y respetuosa con el medio ambiente (sintesis verde) para generar
nanoparticulas de oxido de zinc (ZnO) usando aceite de oliva extra virgen como recurso
de origen natural y condiciones suaves de sintesis (relativa baja temperatura). Durante
el proceso de reaccion se observaron cambios de color que evidenciaron la reacciéon
quimica. Mediante microscopia electronica se comprobé la formacion de una morfologia
heterogénea, donde algunas estructuras tienen dimensiones inferiores a 100 nm.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan la viabilidad de emplear aceite
de oliva como componente de origen natural en la sintesis de nanoparticulas de ZnO

mediante una metodologia relativamente sencilla. No obstante, la heterogeneidad
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observada en las particulas evidencia que aun es necesario optimizar las condiciones de
reaccion para lograr un mayor control sobre su tamaro, distribucion y morfologia.

Los resultados constituyen una base experimental para continuar con el
desarrollo de esta estrategia de sintesis biogénica, aprovechando los compuestos
bioactivos y con caracter reductor del aceite de oliva virgen extra. La profundidad en
los estudios permitira alcanzar una morfologia y tamafnos de nanoparticulas definidos
para dirigirlos hacia estudios de actividad bioldgica, particularmente la capacidad
antimicrobiana. Con el fin de crear en futuras aplicaciones materiales destinados
al tratamiento de heridas y quemaduras. Es decir, aprovechar las caracteristicas

concomitantes antimicrobianas del ZnO y bioactivas del aceite de oliva virgen extra.

REFERENCIAS

AGARWAL, H; KUMAR, SV,; RAJESHKUMAR, S. A Review on Green Synthesis of Zinc Oxide
Nanoparticles — an Eco-friendly Approach. Resources-Efficient Technologies, v.3, p.406-4013, 2017.
DOI: 10.1016/j.reffit.2017.03.002.

ALYAMANI, A.A,; ALBUKHATY, S.; ALOUFI, S.; ALMALKI, F.A,; AL-KARAGOLY, H.; SULAIMAN, G.M.
Green Fabrication of Zinc Oxide Nanoparticles Using Phlomis Leaf Extract: Characterization and In
Vitro Evaluation of Cytotoxicity and Antibacterial Properties. Molecules, v.26, n.20, p.6140, 2021. DOI:
10.3390/molecules26206140.

EL-SAADONY, MT,; FANG, G.; YAN, S, ALKAFAAS, S.S; EL NASHARTY, M.A; KHEDR, S.A;
HUSSIEN, A.M.; GHOSH, S.; DLADLA, M; ELKAFAS, S. S,; IBRAHIM, E.H.; SALEM, HM.; MOSA, W.F.A,
AHMED, A.E.; MOHAMMED, D.M.; KORMA, S.A.; EL-TARABILY, M.K;; SAAD, AM.,; EL-TARABILY, K.A;;
ABUQAMAR, S.F. Green Synthesis of Zinc Oxide Nanoparticles: Preparation, Characterization, and
Biomedical Applications — A Review. International Journal of Nanomedicine, v.19, p.12889-12937,
2024. DOI: 10.2147/1UN.S487188.

LUQUE-MORALES, P.A,; LOPEZ-PERAZA, A.; NAVA-OLIVAS, O.J.; AMAYA-PARRA, G.; BAEZ-LOPEZ,
Y.A; OROZCO-CARMONA, V.M,; GARRAFA-GALVEZ, H.E.; CHINCHILLAS-CHINCHILLAS, M.J.
ZnO Semiconductor Nanoparticles and Their Application in Photocatalytic Degradation of Various
Organic Dyes. Materials, v. 14, p. 7537, 2021. DOI: 10.3390/ma14247537.

HE, W,; JIA, H,; CAl, J; HAN X,; ZHENG, Z.; WAMER, W.G.; YIN, J. Production of Reactive Oxygen
Species and Electrons from Photoexcited ZnO and ZnS Nanoparticles: A Comparative Study for
Unraveling their Distinct Photocatalytic Activities. The Journal of Physical Chemistry C, v120, p.
3187-3195. DOI: 101021/acs.jpcc.5b11456.

RAMIREZ-HERNANDEZ, M.J; VALERA-ZARAGOZA, M.; VINAS-BRAVO, O; HUERTA-HEREDIA,
AA,; PENA-RICO, MA,; JUAREZ-ARELLANO, E.A; PANIAGUA-VEGA, D; RAMIREZ-VARGAS,
E.; SANCHEZ-VALDES, S. In Search of Cytotoxic Selectivity on Cancer Cells with Biogenically
Synthesized Ag/AgCl Nanoparticles. Beilstein Journal of Nanotechnology, v13, p1505-1519, 2022.
DOI: 10.3762/bjnano13124.

SALIANI, M; JALAL, R.; GOHARSHADI, E.K. Mechanism of Oxidative Stress Involved in the Toxicity of ZnO
Nanoparticles Against Eukaryotic Cells. Nanomedicine Journal, v.3. p. 1-14. DOI: 10.7508/nm;j.2016.01.001.

SERVILI, M; SORDINI, B; ESPOSTO, S.; URBANI, S.; VENEZIANI, G; DI BATTISTA, G. Biological

Activities of Phenolic Compounds of Extra Virgin Olive Oil. Antioxidants, v.3, n1, p1-23, 2014. DOI:
10.3390/antiox3010001.

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 2 m



CAPITULO 3

EVALUACION CITOGENETICA DEL EXTRACTO ACUOSO
DE Taxodium mucronatum EN VICIA FABA MEDIANTE

Data de submisséao: 01/09/2026
Data de aceite: 16/09/2026

Saul Flores-Maya

Laboratorio de Recursos Naturales, UBIPRO
Facultad de Estudios Superiores (FES)
Iztacala, Universidad Nacional

Autonoma de México, Av. de los Barrios 1
Los Reyes Iztacala, 54090, Tlalnepantla
Estado de México, México
https://orcid.org/0000-0002-8474-8029

Ana Belén Palacios Loaeza

Laboratorio de Recursos Naturales, UBIPRO
Facultad de Estudios Superiores (FES)
Iztacala, Universidad Nacional

Autonoma de México, Av. de los Barrios 1
Los Reyes lztacala, 54090, Tlalnepantla
Estado de México, México
https://orcid.org/0009-0000-9504-3043

Martha Martinez-Garcia

Laboratorio de Biologia Molecular, UBIPRO
Facultad de Estudios Superiores (FES)
Iztacala, Universidad Nacional Auténoma
de México, Av. de los Barrios 1, Los Reyes
Iztacala, 54090, Tlalnepantla

Estado de México, México
https://orcid.org/0000-0001-6354-0408

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il

MICRONUCLEOS

Erick Nolasco Ontiveros

Laboratorio de Bioactividad de
productos Naturales, UBIPRO

Facultad de Estudios Superiores (FES)
Iztacala, Universidad Nacional
Autonoma de México, Av. de los Barrios 1
Los Reyes Iztacala, 54090, Tlalnepantla
Estado de México, México
https://orcid.org/0009-0007-1858-375X

Norberto Alarcén-Herrera

Laboratorio de Recursos Naturales, UBIPRO
Facultad de Estudios Superiores (FES)
Iztacala, Universidad Nacional

Autonoma de México, Av. de los Barrios 1
Los Reyes Iztacala, 54090, Tlalnepantla
Estado de México, México
https://orcid.org/0000-0001-8456-8098

Paulina Abrica-Gonzalez

Laboratorio de de Técnicas Fototérmicos
Unidad Profesional de Biotecnologia, IPN
Av. Acueducto, La Laguna Ticoman
Gustavo A. Madero, 07340

Ciudad de México, CDMX
https://orcid.org/0000-0001-7392-7702

RESUMEN: Estudios recientes confirman
propiedades antimicrobianas y antitumorales
de especiesdelgénero Taxodium,comunmente
conocido como “ahuehuete”, tule o “ciprés de
Moctezuma”. En este contexto, el presente
estudio aporta datos citogenotodxicos para

Capitulo 3


https://orcid.org/0000-0002-8474-8029
https://orcid.org/0009-0000-9504-3043
https://orcid.org/0000-0001-6354-0408
https://orcid.org/0009-0007-1858-375X
https://orcid.org/0000-0001-8456-8098
https://orcid.org/0000-0001-7392-7702

futuras investigaciones farmacologicas. Como sistema de prueba, se utilizd el ensayo
de micronucleos en células meristematicas de Vicia faba L., que analiza la frecuencia
de micronucleos (MN) y el indice mitotico (IM). Se utilizaron cuatro concentraciones
de extracto acuoso de hojas: 10, 20, 50 y 100 pl/ml. Como testigo negativo se empled
agua destilada, mientras que el dicromato de potasio a 0.5 mg/ml fue el testigo positivo.
Se realizaron cinco ensayos de repeticion. Las raices de V. faba expuestas en los
tratamientos y en los testigos fueron cosechadas a las 24, 48 y 72 horas. Inmediatamente,
se aplico la técnica citogenética mediante tincion con acetoorceina para su observacion
al microscopio de células en division (%IM) y para el conteo de micronucleos (%MN).
Los datos promedio fueron analizados mediante la prueba paramétrica ANOVA (a <
0.05) vy, al detectarse diferencias significativas, se sometieron a la prueba multiple de
Dunnett (a < 0.05). Previamente, se realizaron pruebas colorimétricas para identificar
metabolitos secundarios en las hojas del arbol, identificandose los siguientes tipos de
compuestos: saponinas, fenoles, flavonoides, glucésidos y taninos. El extracto acuoso
de T. mucronatum no mostro diferencias significativas en el %IM respecto de la media
del testigo negativo a las concentraciones de 10, 20 y 50 pl/ml. La concentracion de 100
ul/ml fue citotoxica. Ninguna de las concentraciones mostré diferencias significativas en
la frecuencia del %MN. En conclusion, el extracto acuoso de T. mucronatum presento
citotoxicidad leve sobre la division celular de V. faba y no provoco dano genotoéxico.
PALABRAS CLAVE: planta medicinal; Taxodium huegelii; citotoxicidad; Cupressaceae;
indice mitotico.

CYTOGENETIC EVALUATION OF THE AQUEOUS EXTRACT OF Taxodium mucronatum
IN VICIA FABA USING MICRONUCLEI

ABSTRACT: Recent studies confirm the antimicrobial and antitumor properties of species
from the genus Taxodium, commonly known as “ahuehuete”, tule or “Montezuma cypress.”
In this context, the present study provides cytogenotoxic data for future pharmacological
research. The micronucleus assay was used in meristematic cells of Vicia faba L. to
analyze the frequency of micronuclei (MN) and the mitotic index (MI). Four concentrations
of aqueous leaf extract were used: 10, 20, 50, and 100 ul/ml. Distilled water was used as the
negative control, while potassium dichromate at 0.5 mg/ml served as the positive control.
Five replicate tests were carried out, and the roots of V. faba exposed to the treatments
and controls were harvested at 24, 48, and 72 hours. The cytogenetic technique was then
applied using acetoorcein staining to observe dividing cells (%MI) and count micronuclei
(%MN) under the microscope. The average data were analyzed using parametric ANOVA
(a < 0.05) and, when significant differences were detected, subjected to Dunnett’s multiple
test (a < 0.05). Colorimetric tests were also carried out to identify secondary metabolites
in the tree leaves, including saponins, phenols, flavonoids, glycosides, and tannins.
The aqueous extract of T. mucronatum did not show significant differences in the %MI
compared to the negative control at concentrations of 10, 20, and 50 pl/ml. The 100 pl/ml
concentration was cytotoxic. None of the concentrations showed significant differences
in the %MN frequency. In conclusion, the aqueous extract of T. mucronatum showed mild
cytotoxicity on V. faba cell division and did not cause genotoxic damage.

KEYWORDS: medicinal plant; Taxodium huegelii; cytotoxicity; Cupressaceae; mitotic
index.
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1. INTRODUCCION

En México se puede encontrar una gran diversidad de vegetaciéon como resultado
de su compleja fisiografia, geologia y variedad climatica que ha desempenado un papel
fundamental en el desarrollo de distintos tipos de comunidades vegetales, entre ellas
las comunidades acuaticas y riparias en las cuales se desarrolla un tipo de vegetacion
que forma corredores naturales entre los sistemas acuaticos y terrestres, conocida como
bosque de galeria o vegetacion riparia (Naiman et al,, 1993; Rzedowski, 2006).

Dentro de los géneros mas representativos de este tipo de vegetacion en México
se encuentra el género Taxodium, perteneciente a la familia Taxodiaceae, el cual se
distribuye en algunas regiones templadas del hemisferio norte (Carranza, 1992). De las 3
especies que conforman el género Taxodium, solo una se encuentra presente en México
Taxodium mucronatum Ten., endémica de México y Guatemala, conocida cominmente
como ahuehuete, tule o ciprés de Moctezuma (Su et al., 2013).

Este género ha existido desde hace millones de afios y ha sido utilizado por diversas
culturas como medicina tradicional. En afos recientes, estudios han sefialado que, debido
a la presencia de diversos compuestos bioactivos, las especies pertenecientes a este
género presentan potencial terapéutico. (Su et al., 2013).

Distintas especies arbdreas asociadas a ecosistemas riparios han generado
interés cientifico debido a su capacidad para producir metabolitos secundarios, que
son respuestas a condiciones adversas, como la disponibilidad de agua, suelo, luz y
nutrientes, asi como para evitar posibles ataques de depredadores y microorganismos
(Lustre-Pereyra, 2022). Estos metabolitos secundarios pueden desempefar funciones de
defensa y fisioldgicas, lo que ha generado un mayor interés en investigar sus compuestos
bioactivos con posibles aplicaciones biologicas y farmacoldgicas.

T. mucronatum ha servido como recurso en la medicina tradicional de diversas
culturas. Las hojas son empleadas en el tratamiento de la malaria y de enfermedades
hepaticas. La corteza se aplica en llagas, quemaduras y ulceraciones de la piel. La corteza,
ramas, hojas y estrébilo se aprovechan para preparar infusiones y unglientos para el
tratamiento de heridas, hemorroides, reumatismo, diarrea, problemas de circulacion,
hidropesia, presion arterial, trastornos menstruales, prevenir dolores de muelas y de
cabeza, gota y enfermedades bronquiales. Los aceites esenciales de las hojas y los
conos de Taxodium se utilizan para tratar la inflamacion, las infecciones y diversas
dolencias cutaneas, gastrointestinales y respiratorias; asimismo, se ha reportado que
presentan actividades antitumorales (Comision Nacional Forestal, s. f.; Carranza, 1992;
Su et al., 2013).
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Algunos tratamientos que han sido empleados de Taxodium han sido
respaldados por diversos estudios empleando aceite esencial, extracto etandlico y
extracto de hexano de hojas y conos que comprueban las propiedades antimicrobiano
especialmente potencial contra tuberculosis, neumonia y fumigatus, también tiene un
gran efecto gastroprotector, en la disminucion del dolor inflamatorio agudo, protege
la mucosa gastrica frente a ulceras inducidas por etanol, actia como vasorrelajante
y presenta actividades antiespasmodicas y broncodilatadoras (Perrusquia et
al.1995;Cortés-Arroyo et al.,, 2011; Al-Sayed, 2018; Onofre-Hurtado et al., 2023; Gaona-
Rios et al., 2026).

Sin embargo, incluso al utilizar productos de origen vegetal, no se garantiza
la ausencia de efectos adversos, ya que en ocasiones los metabolitos secundarios
podrian ser contraproducentes, dependiendo de la dosis y la exposicion (Pérez-
Almeida et al., 2022).

En las ultimas décadas, estos extractos también han sido objeto de numerosas
investigaciones biologicas y farmacoldgicas orientadas a evaluar su eficacia y
seguridad (Torres-Rodriguez et al.,, 2016; Alegre et al., 2017; Alelign et al., 2020). Por
lo cual es necesario analizar su posible impacto a nivel celular y genético mediante
bioensayos confiables.

Aunque diversos estudios han sefalado la bioactividad de Taxodium, son limitadas
las investigaciones que han evaluado sus posibles efectos toxicologicos. En este sentido,
de los antecedentes mas relevantes esta el estudio realizado por De la Cruz et al., (2012),
quienes analizaron la toxicidad aguda y el impacto sobre la propulsion intestinal en
ratones tras la administracion de extractos de T. mucronatum y Acacia farnesiana. Sus
resultados aportan evidencia preliminar sobre la seguridad y los efectos fisiologicos de
estos extractos, contribuyendo a las evaluaciones toxicologicas de estas especies.

Las propiedades bioactivas se deben principalmente a los componentes de este
género. Entre los que se han registrado se encuentran esteroides, flavonoides, saponinas
y taninos (Juarez-Montoya, 2006; Arriaga-Arana et al., 2015). Incluso se han realizado
analisis mas especificos sobre estos componentes; de acuerdo con (Lujan-Hidalgo et al.,
2012), se encontro actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en hojas de Bursera
graveolens y T. mucronatum y, de manera complementaria, realizaron una cromatografia
de gases acoplada a un espectrometro de masas para identificar algunos componentes
presentes en distintas estructuras de T. mucronatum. Los resultados fueron: a-pineno,
sabineno, tujopseno, 4-terpineno, A-terpineno y B-mirceno.

Por otra parte, Mendoza et al., (2026) obtuvieron compuestos tanto de frutos como

de ramas; principalmente encontraron taxoquinona en frutos. Este compuesto esta ligado
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a la actividad antifungica, la inhibiciéon de la a-glucosidasa, la inhibicion de la tirosinasa, la
citotoxicidad, la inhibicion del virus de la influenza HIN1 y la actividad antioxidante. Sugiol
es un metabolito presente tanto en ramas como en frutos y se considera caracteristico del
género Taxodium. Este compuesto presenta propiedades citotoxicas y antiinflamatorias.
El ciclomargenol es otro componente presente que reduce las actividades de COX-1y
COX-2. Finalmente, otro compuesto sobresaliente de este estudio es taxodiona, la cual
exhibe propiedades antivirales (Mendoza et al., 2026).

La evaluacion de efectos citotoxicos y genotdxicos es una herramienta
fundamental para determinar la seguridad bioldgica de distintas sustancias naturales,
ya que nos permite identificar alteraciones a nivel celular y posibles danos al material
genético, los cuales podrian afectar a organismos expuestos directa o indirectamente
(Lopez-Nigro et al., 2009).

A pesar de los estudios existentes sobre la bioactividad y toxicidad de distintas
especies del género Taxodium, la informacion sobre los posibles efectos citotdxicos y
genotoxicos de T. mucronatum es limitada (Lopez-Nigro et al., 2009), especialmente en
lo relativo a los extractos acuosos y su evaluacion mediante modelos vegetales, lo que
resalta la necesidad de realizar estudios que aporten al conocimiento de su seguridad
para su posible aprovechamiento. En este contexto, el presente estudio se orienta a
evaluar los posibles efectos citotoxicos y genotoxicos de un extracto acuoso de Taxodium
mucronatum, utilizando como modelo biologico células meristematicas radiculares de Vicia

faba y el ensayo de microntcleos como herramienta para la deteccion de dafno genético.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Recursos Naturales de la Unidad
de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), situada en la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, en Tlalnepantla de Baz, Edo. de México, México.

21. REACTIVO

Dicromato de Potasio (sal dipotasica del acido cromico) A.C.S. Marca: Fermont.
Catalogo: 29842. Presentacion 500 g, concentracion 99.0%. Formula: K,Cr,O..
CAS: 7778-50-9.

2.2. MATERIAL VEGETAL

El material biologico utilizado en este estudio fue proporcionado por la Unidad

de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala,
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UNAM. Las semillas certificadas de V. faba (variedad minor) fueron donadas por el
laboratorio de Recursos Naturales. Mientras que el follaje fresco de T. mucronatum fue

facilitado por la Dra. Martha Martinez Garcia, del Laboratorio de Bioquimica Molecular.

2.3. GERMINACION

Las semillas de V. faba (variedad minor) fueron desinfectadas por 5 min en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5%, posteriormente fueron lavadas cuatro veces
con agua destilada. Inmediatamente fueron embebidas durante 12 h en 500 ml de agua
destilada. Para la germinacion, las semillas se colocaron entre dos capas de algodén
humedecido a 22 °C por cinco dias. Cuando las raices alcanzaron un tamafo de 1a 2 cm

de longitud, fueron usadas para este estudio.

2.4. TRATAMIENTOS

Se someti6 a ebullicion una mezcla de 250 ml de agua destilada y 10 g de hojas de
T. mucronatum durante 5 min. Tras retirar la muestra de la fuente de calor y registrar una
temperatura de 80 °C, el extracto se dejo enfriar a temperatura ambiente. El contenedor se
cubrié con papel de aluminio para evitar su contaminacion y se mantuvo en refrigeracion
a 4 °C. A partir de este extracto acuoso, se prepararon las concentraciones evaluadas de
10, 20, 50 y 100 pl/ml.

2.5. EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD

Las semillas germinadas con raices primarias de aproximadamente 1 cm de largo
se seleccionaron al azar para conformar dos grupos el primero con cuatro tratamientos:
1) 15 semillas que se sumergieron en 30 ml en una concentracion de 10 ul/ml del extracto
acuoso, 2) 15 semillas que fueron sumergidas en 30 ml en una concentracion de 20 pl/
ml del extracto acuoso, 3) 15 semillas que se sumergieron en 30 ml de extracto acuoso
al 50 pl/mly 4) 15 semillas que se sumergieron en 30 ml de extracto acuoso al 100 pl/ml
y el segundo grupo dos tratamientos testigos, un testigo negativo donde se colocaron
15 semillas en 30 ml de agua destilada y un testigo positivo en el cual se expusieron 15
semillas en 30 ml en una concentracién de 0.5 mg/ml de dicromato de potasio. Cada grupo
tuvo un tiempo de exposicion de 24, 48 y 72 h. Los dos grupos experimentales estuvieron
en condiciones de incubacion a 22 °C +1°C y en oscuridad para evitar el incremento de la
oxidacion o la alteracion fisicoguimica de los extractos por microorganismos y cada 24 h

se cambid el extracto acuoso por el mismo volumen en todos los tratamientos.
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2.6. REGISTRO TOXICIDAD (% IM) Y ENSAYO DE MICRONUCLEOS (%MN)

Se siguid el protocolo de Ma et al. (1995) para la prueba de microntcleos. Al
concluir los tiempos de los tratamientos de 24, 48 y 72 h, las raices fueron cortadas
en un tamano de aproximadamente 5 mm a partir de la zona meristematica y se fijaron
en solucién Farmer (etanol-acido acético 3:1). Inmediatamente fueron almacenadas a
4 °C por 12 horas. Posteriormente fueron hidrolizadas en HCI 1 N a 60 °C por 5 min;
pasado este tiempo fueron lavadas en tres tiempos con agua destilada para eliminar el
HCI. Después del proceso de hidrdlisis, se cortaron las raices de aproximadamente 2 mm
de la zona meristematica. Cada meristemo fue macerado en acido aceético al 45% sobre
un portaobjetos. Después, las células se tifieron con aceto-orceina al 1%. Finalmente,
utilizando un cubreobjetos, se realizé el aplastamiento en monocapa (“squash”) para
dispersar las células con la finalidad de observarlas al microscopio.

La frecuencia de micronucleos (MN) es expresada en términos del nimero de
células con %MN = No. MN/1000 x 100 células contabilizadas por raiz en un microscopio
optico Nikon observando a 1000 aumentos. Simultaneamente se contabilizd la
cantidad de células en division mitotica. A partir de la siguiente formula se calculo el
indice mitético %IM = No. de células en 1+P+M+A+T/1000 x 100, parametro usado para

evaluar citotoxicidad.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos tanto para el % IM como para el % MN, obtenidos para V. faba, fueron
estadisticamente evaluados individualmente con la prueba paramétrica de analisis de
varianza de un factor (ANOVA) en un nivel de confianza de a = 0.05; después, si habia
diferencia significativa, se realizé una prueba de comparacion multiple de Dunnett (p <
0.05). Donde se determiné cual de los valores promedio de los tratamientos sera diferente

estadisticamente al valor promedio del testigo negativo.

2.8. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

El extracto acuoso de T. mucronatum se concentrd hasta obtener los solidos
totales. Para la identificacion de metabolitos secundarios, se utilizaron 5 mg de extracto
seco, los cuales se disolvieron en 5 ml de metanol y agua en proporcion 1:1 con el fin de
asegurar la maxima solvatacion de los analitos presentes en el extracto. A partir de la
solucion stock, se tomaron 500 ul y se colocaron en tubos de ensayo, a los cuales se les

anadieron 100 pl de cada uno de los reactivos correspondientes (Tabla 1).
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Adicionalmente, se realizd una cromatografia en capa fina (CCF) con el fin de
obtener el perfil de flavonoides, para lo cual se utilizé la fase mévil compuesta por 70%
de acetona, 25% de metanol y 5% de agua. Las placas se revelaron con revelador de
productos naturales y se visualizaron bajo luz ultravioleta a 365 nm, de acuerdo con la
metodologia descrita por Wagner y Bladt (1996).

Tabla 1. Pruebas de identificacion de las principales familias de metabolitos secundarios presentes en el extracto
de Taxodium mucronatum.

Grupo de metabolitos

. Revelador / Agente cromégeno Método
secundarios

Prueba de espuma.

Reaccion colorida (rojo a

Prueba de Dragendorff .
naranja).

Reaccion colorida (azul claro o

Cloruro Férrico .
coloraciones oscuras).

Reaccion colorida (amarillo, azul
Revelador de productos naturales ’

o verde).
Cloruro férrico / Prueba de Reaccion colorida (verde
hemolisis con agar sangre. oscuro o azul)
Prueba de Molisch (a-naftol y HCI Reaccion colorida (anillo de
concentrado) color violeta o purpura intenso)

3. RESULTADOS
3.1. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL iNDICE MITOTICO

El analisis del indice mitético (%IM) mostro diferencias entre los tratamientos

evaluados. El testigo negativo presentd el mayor valor promedio (43.06 + 858 %),
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mientras que el tratamiento con dicromato de potasio (0.5 mg/ml) presentd el menor
indice mitdtico (1.09 + 1.38 %), este dato coincide con lo mencionado por Prieto et al.,
(2008) sobre la toxicidad del dicromato, que para este estudio sirvi® como un estandar
de referencia que permitié observar los efectos de los tratamientos y como validacién
interna de la presente investigacion. En los tratamientos con extracto de Taxodium, los
valores promedio fueron de 15.54 + 14.05 %, 20.42 + 5.20 %, 16.39 + 540 % y 12.47 + 8.57
% para las concentraciones de 10, 20, 50 y 100 pug/ml, respectivamente.

El analisis de varianza de una via mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (Fs,g4 = 42.88; p < 0.001). El modelo explico el 71.85
% de la variabilidad observada en el indice mitotico (R2 = 71.85 %; R2 ajustado = 70.17 %),
con una desviacion estandar agrupada de 819.

La comparacion multiple de Dunnett, utilizando el testigo negativo como referencia
y una tasa de error familiar de 0.05, mostré que todos los tratamientos presentaron
diferencias significativas respecto a este testigo. El dicromato de potasio presentd
la mayor diferencia respecto al control (-41.967; IC95%: -49.629 a -34.305). Para el
extracto de Taxodium, las diferencias respecto al testigo negativo fueron de -27.520
para 10 pug/ml (IC95%: —35182 a -19.858), —30.587 para 100 pg/ml (IC95%: -38.249 a
-22.925), -22.640 para 20 pg/ml (IC95%: -30.302 a -14.978) y -26.667 para 50 pg/ml
(1IC95%: —34.329 a -19.005).

Los intervalos de confianza de todas las comparaciones se ubicaron
completamente por debajo de cero, confirmando que los valores del indice mitdtico de
los tratamientos fueron significativamente menores que los del testigo negativo. Entre
las concentraciones del extracto, el tratamiento de 20 pg/ml presenté el mayor indice
mitotico (20.42 + 5.20 %), mientras que la concentracion de 100 pg/ml presentd el menor
valor (12.47 + 8.57 %).

En relacion con el testigo negativo, la disminucion del indice mitotico fue de
aproximadamente 96.0 % para el dicromato de potasio y de 63.9, 52.6, 619y 71.0 % para
las concentraciones de 10, 20, 50 y 100 pg/ml del extracto de Taxodium, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 1. Valores promedio del % del IM obtenidos de la exposicion al extracto acuoso de las hojas de Taxodium
mucronatum sobre las células meristematicas de Vicia faba. * La media marcada con asterisco es significativamente
diferente de la media del nivel del testigo negativo de acuerdo con la prueba multiple de Dunnett (p< 0.05).
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3.2.EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS

La frecuencia de microntcleos (%MN) presento variaciones entre los tratamientos
evaluados. El testigo negativo no presentd micronucleos detectables, con un valor
promedio de 0.0000 + 0.0000 %. En contraste, el tratamiento con dicromato de potasio
(0.5 mg/ml) presento la mayor frecuencia de microntcleos, con un promedio de 0.4800
+ 0.2484 %. Los tratamientos con extracto de Taxodium presentaron valores inferiores,
correspondientes a 0.0133 + 0.0352 %, 0.0467 + 0.0743 %, 0.0067 + 0.0258 % y 0.0067
+ 0.0258 % para las concentraciones de 10, 100, 20 y 50 pg/ml, respectivamente.

El andlisis de varianza de una via mostro diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (Fs,g4 = 46.88; p < 0.001), con un coeficiente de
determinaciéon de R2 =73.62 % y un R2 ajustado de 72.05 %. Estos resultados indican que
el tratamiento aplicado explicé una proporcion importante de la variabilidad observada
en la frecuencia de micronucleos.

La comparacién multiple de Dunnett, utilizando el testigo negativo como referencia,
mostré una diferencia estadisticamente significativa Unicamente para el tratamiento
con dicromato de potasio datos que concuerdan con Prieto et al, (2008) sobre la
genotoxicidad del dicromato. La diferencia entre este tratamiento y el testigo negativo
fue de 0.4800, con un intervalo de confianza del 95 % de 0.3791 a 0.5809, intervalo que

no incluyo el valor cero.
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En contraste, las concentraciones de 10, 100, 20 y 50 ug/ml del extracto de
Taxodium no presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al testigo
negativo, debido a que sus respectivos intervalos de confianza incluyeron el valor cero: 10
pg/ml (-0.0876 a 01142), 100 pug/ml (-0.0542 a 01476), 20 pg/ml (-0.0942 a 01076) y 50
pg/ml (-0.0942 a 0.1076).

En conjunto, los resultados indican que el dicromato de potasio produjo un
incremento significativo en la frecuencia de micronucleos, mientras que los tratamientos
con extracto de Taxodium no modificaron significativamente este parametro respecto al
testigo negativo bajo las condiciones experimentales evaluadas (Figura 2).

Figura 2. Valores promedio del % MN obtenidos de la exposicion del extracto acuoso de las hojas de Taxodium
mucronatum sobre las células meristematicas radiculares de Vicia faba. Las medias marcadas con asterisco son

significativamente diferentes de la media al nivel del testigo negativo de acuerdo con la prueba multiple de Dunnett
(p< 0.05).
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3.3. ANALISIS QUIMICO PRELIMINAR

Los resultados de las pruebas de identificacidon quimica preliminar del extracto
de T. mucronatum mostraron una respuesta positiva a compuestos fendlicos y taninos,

evidenciada por el cambio de coloracion caracteristico (Figura 3).
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Figura 3. Prueba con cloruro férrico para identificar compuestos fendlicos y taninos. La coloracion verde oscura
indica que la prueba es positiva.

Por otra parte, al realizar la cromatografia en capa fina para determinar la
presencia de flavonoides en el extracto, se identificaron bandas de color verde y amarrillo,

lo cual daria positivo en dicha prueba (Figura 4).

Figura 4. Cromatografia en capa fina para obtener el perfil de flavonoides. Las bandas A, B y C indican la presencia
de flavonoides, mientras que la banda en rojo corresponde a clorofilas.

El Unico grupo de metabolitos secundarios que no se encontrd presente en el
extracto de T. mucronatum es el de los alcaloides, ya que en la prueba no hubo reaccion.

En la Tabla 2 se presentan todos los resultados de las pruebas de identificacion

quimica realizadas:
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Tabla 2. Resultados obtenidos tras realizar las distintas pruebas de identificacion de metabolitos secundarios en el
extracto de Taxodium mucronatum.

Positivo (+)

Formacioén de espuma persistente

Coloracion verde-gris oscuro Positivo (+)

Coloracion verde oscuro
Presencia de hemdlisis en agar
sangre

Positivo (+)
Positivo (+)

4. DISCUSION

El indice mitotico (IM) se define como el coeficiente entre el nimero de células
en mitosis y aquellas que no estan en division dentro de una poblacion celular (Instituto
Nacional del Cancer, s.f.). Este indicador es importante para evaluar la citotoxicidad de
algunos agentes xenobidticos, ya que permite identificar alteraciones en la proliferacion
celular. En este estudio, los tratamientos expuestos al extracto acuoso de T. mucronatum
mostraron una disminucion del indice mitético respecto al testigo negativo (agua
destilada), observandose una mayor inhibicion a una concentracion de 100 pl/ml que
de acuerdo a los resultados de la prueba de comparacion multiple de Dunnett esta
concentracion mostro diferencia significativa respecto al testigo negativo, sin embargo
en las demas concentraciones evaluadas no se observé un efecto citotoxico marcado

bajo las condiciones evaluadas.
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Con base en los resultados, se puede inferir que el extracto influye en la actividad
mitotica. Sin embargo, este efecto es minimo en comparacioén con la intensidad citotéxica
observada en el testigo positivo, que presentd una reduccion muy evidente del IM (1.09%),
siendo significativamente diferente al testigo negativo (24.54 %), lo que confirma su
capacidad inhibitoria sobre la proliferacion celular.

Resultados similares han sido reportados por De la Cruz y colaboradores en el
afio 2012, quienes evaluaron la dosis letal media (LD, ) de un extracto acuoso y de etanol
de hojas y tallos de T. mucronatum en ratones, utilizando el método de Lorke (1983),
modificado por el enfoque de Reed-Miench, y unidades probit; los resultados muestran
que el extracto es débilmente toxico. Aunque la metodologia fue distinta, los resultados
coinciden con los obtenidos en este estudio. En conjunto, estos resultados evidencian
una disminucion significativa de la actividad mitética en todos los tratamientos respecto al
testigo negativo; sin embargo, la respuesta al extracto no siguid¢ un patron estrictamente
lineal con el incremento de la concentracion.

Respecto al analisis de micronucleos (%MN), los resultados no mostraron dafios
genotoxicos en las raices expuestas a las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de T. mucronatum, ya que los valores eran bajos (0.007-0.04%). Sin embargo, al
realizar el analisis estadistico utilizando un ANOVA unidireccional marcaba diferencias
significativas (p < 0.001) entre los tratamientos; no obstante, cuando se realizo la prueba
de comparacion multiple de Dunnett, comprobamos que estas diferencias eran atribuidas
principalmente al dicromato de potasio, utilizado como testigo positivo, el cual registrd
el mayor porcentaje de micronucleos (0.48%), esto nos ayuda a validar la respuesta del
sistema experimental y confirma que el extracto no evidencié un efecto genotdxico bajo
las condiciones evaluadas.

Aunque el extracto ocasiond una leve disminucion del indice mitético, no
incrementd significativamente la frecuencia de micronucleos. Esto sugiere que la
reduccion de la division celular no estuvo acomparnada de dafio cromosomico detectable.
Ambos resultados podrian estar relacionados con algunos metabolitos secundarios
presentes en el extracto. El analisis quimico preliminar permitio identificar la presencia
de saponinas, fenoles, flavonoides, taninos y glucésidos, resultados que coinciden
parcialmente con los reportados por Juarez-Montoya (2006) y por Arriaga-Arana et al.
(2015), quienes también identificaron estos metabolitos en extractos de T. mucronatum.
Sin embargo, dichos autores reportaron, ademas, la presencia de otros metabolitos
secundarios que no fueron analizados en el presente estudio. Estas variaciones podrian
atribuirse al tipo de solvente empleado para la extraccion, ya que la solubilidad de los

metabolitos secundarios puede variar en funcion del solvente utilizado.
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En comparacion con el presente estudio, en el que se realizé un analisis quimico
preliminar mediante pruebas cualitativas, otros autores utilizaron técnicas instrumentales
que permitieron caracterizar con mayor detalle la composicién quimica de T. mucronatum,
identificando metabolitos especificos pertenecientes a distintos grupos, entre ellos
compuestos fendlicos, incluidos flavonoides y biflavonoides, terpenoides y fitoesteroles.
Estos metabolitos han sido asociados a multiples actividades bioldgicas, principalmente
antioxidantes, antimicrobianas y citoprotectoras (Pan et al, 2005; Gallegos-Ramirez,
2006; Lujan-Hidalgo et al, 2012; Mendoza et al, 2026). En el presente estudio, los
resultados concuerdan con los autores antes mencionados, refiriendo que en conjunto
estos metabolitos podrian contribuir a explicar la respuesta citoprotectora observada en
el ciclo celular (% IM) y la baja frecuencia de micronucleos en las células meristematicas

radiculares de V. faba.

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia sobre la seguridad
bioldgica del extracto acuoso de Taxodium mucronatum Ten. en el modelo vegetal Vicia
faba L. y constituyen una base para futuras investigaciones orientadas a profundizar en su
composicion quimica, su mecanismo de accion y su evaluacion en otros modelos bioldgicos.

Mediante el andlisis del porcentaje de indice mitdtico (%IM) se encontrd que el
extracto no provoco alteracion importante en la division celular, por lo que no se observé
evidencia de citotoxicidad relevante en las concentraciones evaluadas.

La evaluacion de dafio a nivel genético mediante el ensayo de micronuticleos mostro
que el extracto no produjo un incremento significativo en la frecuencia de micronucleos
con respecto al testigo negativo, o que sugiere que, bajo las condiciones experimentales
evaluadas, el extracto no presenté un efecto genotodxico.

El analisis quimico preliminar del extracto permiti¢ identificar la presencia de
saponinas, fenoles, flavonoides, taninos y glucdsidos. Estos grupos de metabolitos
secundarios constituyen una parte importante de la composicion quimica reportada para

esta especie.
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RESUMEN: En este trabajo se sintetizaron
biomateriales a base de quitosano (CTS)/
alcohol polivinilico (PVA) mediante evaporacion
del disolvente, con el fin de obtener
membranas con diferentes topografias para
el mantenimiento y crecimiento de células
madre mesenquimales (hMSC) derivadas
del corddén umbilical, tejido adiposo y pulpa
dental. La topografia de las membranas
obtenidas se analizd mediante microscopia
de fuerza atémica. El comportamiento de
las células mesenquimales cultivadas en
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los materiales se supervis6 mediante técnicas de microscopia optica. Se obtuvieron
membranas con superficies lisas, surcos lineales y celdas hexagonales, que mostraron
una elevada higroscopicidad al exponerse a medios acuosos. Se demostré que las
células mesenquimales cultivadas en las membranas eran viables a las 24 horas; sin
embargo, mantuvieron una morfologia esférica, formando conglomerados. Al realizar
subcultivos de estas hMSC en cajas de cultivo, adquirieron una morfologia fibroblastica
tipica y proliferaron en las cajas; es decir, las células mesenquimales mantuvieron su
viabilidad y tuvierdn la capacidad de volverse a adherir al sustrato de cultivo. Por lo tanto,
las membranas de CTS/PVA podrian utilizarse como posibles vehiculos o portadores de
células madre mesenquimales para la administracion de materiales bioldgicos y la terapia
celular en medicina regenerativa.

PALABRAS CLAVE: células troncales mesenquimales; membranas; quitosano; alcohol
polivinilico.

MEMBRANES BASED ON CHITOSAN-POLYVINYL ALCOHOL WITH VARIOUS
TOPOGRAPHIES FOR THE MAINTENANCE OF MESENCHYMAL STEM CELLS

ABSTRACT: In this study, chitosan (CTS) and polyvinyl alcohol (PVA) biomaterials
were synthesized via solvent evaporation to produce membranes with different
topographies for the maintenance and growth of mesenchymal stem cells (hMSCs)
derived from umbilical cord, adipose tissue, and dental pulp. The topography of the
resulting membranes was analyzed using atomic force microscopy. The behaviour of
mesenchymal cells cultured on the materials was monitored using optical microscopy.
Membranes with smooth surfaces, linear grooves, and hexagonal cells were obtained,
all of which exhibited high hygroscopicity when exposed to aqueous media. It was
demonstrated that mesenchymal cells cultured on the membranes remained viable
after 24 hours; however, they maintained a spherical morphology and formed clusters.
When these hMSCs were subcultured in culture dishes, they acquired a typical
fibroblastic morphology and proliferated, maintaining their viability and adhesion
properties. Therefore, CTS/PVA membranes could serve as potential vehicles or
carriers for mesenchymal stem cells for the delivery of biological materials and cell
therapy in regenerative medicine.

KEYWORDS: mesenchymal stem cells; membranes; chitosan; polyvinyl alcohol.

1. INTRODUCCION

El estudio de las células troncales como base en terapia celular impulsa la
medicina regenerativa. La administracién de farmacos asistida por material biolégico y
la terapia celular se han estudiado cada vez mas en los ultimos anos. (Hussen BM,, et al.,
2024). Un vehiculo o acarreador adecuado, no solo puede proteger a las células madre
de agresiones mecanicas y prevenir la migracion fuera de los sitios objetivo, sino que

también, les proporciona condiciones de crecimiento adecuadas.
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En este sentido, el microambiente de las células troncales juega un papel
importante en la iniciacion y regulacion de su diferenciacion (Qu, Fu, Han, & Sun,
2019). Ese comportamiento es modulado por propiedades de los biomateriales tales
como el tamano de poro, la topografia, la geometria y la rigidez; éstas promueven la
distribucion celular, la adhesion, la migracion, la morfologia, la proliferacion y finalmente
la diferenciacion hacia estirpes con alto valor para su uso en la regeneracion de
diversos tejidos, como cartilago, 6seo, dental, pancreatico, entre otros. (Jingming Gao
et al., 2022; Qu et al., 2019)

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético, hidrofilico y biocompatible,
incoloro e inodoro, preparado mediante la hidrélisis del poli(acetato de vinilo), donde
los grupos acetato se reemplazan por hidroxilos (Pugar D. et al., 2024), por otro lado,
el quitosano (CTS), un polisacarido natural derivado de la quitina (Gholap AD. Et al.,
2023), ambos son utilizados para diferentes aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
Estos materiales son utiles en biotecnologia médica y farmacéutica, como excipiente,
adhesivo, formador de peliculas, matriz, en preparaciones oftalmicas y medicamentos
de liberacion controlada, entre otras diversas aplicaciones. (Martinez-Vela, L. et al.,
2026). Sin embargo, algunas de ellas requieren mejorias en las propiedades mecanicas
y topograficas, para lo cual se han modificado mediante agentes quimicos reticulantes
como el glutaraldehido o la epiclorhidrina y se han utilizado moldes metélicos (Pugar D.
et al., 2024; Garnica-Palafox IM et al., 2014).

Por lo anterior, en este trabajo se plante6 utilizar biomateriales a base de quitosano
y alcohol polivinilico tipo membranas con diversas topografias, que puedan ser utilizados
como soportes en medicina regenerativa para el mantenimiento de células troncales
mesenquimales humanas (hMSCs). La respuesta celular fue analizada mediante métodos

de cultivo celular, microscopia optica y de fuerza atdomica.

2. METODOLOGIA
21. PREPARACION DE LOS BIOMATERIALES A BASE DE CTS-PVA

Para la preparacion de las membranas de CTS y PVA se siguio lo descrito por
(Garnica-Palafox et al., 2014).

Supensiones poliméricas: Se prepard una suspension de quitasol al 2.5% p/v en
una solucién de acido acético 0.4 M (2.5g en 100 mL de acido acético 0.4 M) y de dejo
en agitacion mecanica por 2 horas. La suspension de PVA se preparo al 7.8% p/v en agua

destilada a 90°C manteniendo en agitacién magnética por 2 h.
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La mezcla de CTS-PVA se prepard en una proporcion 4 a 3 respectivamente,
dejando en agitacion por 2 horas. Se pesaron 100 g de esta mezcla y se procedio al
entrecruzamiento quimico con epiclorhidrina, se llevdo en bafo maria a 40 °C y con
agitacion magnética constante durante 30 minutos, se anadieron 2.85mL de NaOH 1M
(por cada 100 g de mezcla CTS-PVA) como catalizador, agitando por 10 minutos, después

se afnadieron 750 pL de ECH y se dejo en agitacion durante 1 h.

2.2. FORMACION DE LAS MEMBRANAS DE CTS-PVA CON DIFERENTES
TOPOGRAFIAS

Esta mezcla fue agregada a placa de cultivo Petri de 10 centimetros de diametro
para formar la membrana, dejando secar a 37°C por 24 horas. Se realizaron 13 lavados
con agua destilada para retirar acido acético y epiclorhidrina residuales.

Se generaron membranas con tres diferentes topografias superficiales
utilizando moldes metalicos para crear: superficies lisas, surcos lineales en altorrelieve
y celdas hexagonales. Para ello se vertieron 15 mL de la mezcla en una caja Petri de
10 cm de diametro y se colocaron los moldes metalicos con la finalidad de obtener las
topografias deseadas. Se dejaron secando por aproximadamente 2 horas a 60 °C y se
desprendieron de los moldes metalicos cuidadosamente.

Las membranas se recortaron de acuerdo con las dimensiones del tamano
del pozo de cultivo de 2 cm?, se realizaron 13 lavados con agua estéril, y se colocaron
sobre el fondo de cada pozo y se procedio al entrecruzamiento fisico por radiacion UV
empleando un crosslinker CL-1000 (254 nm y 1.6 Joules/cm2) para su esterilizacion
(Garnica-Palafox et al, 2014).

2.3. CAPACIDAD DE CAPTACION DE AGUA

Para evaluar la capacidad de hidratacion, se dejaron secar a 37°C por 24 horas,

volviendo a rehidratar con agua destilada, PBS o medio, después de 20 dias se corroboro

. e . . S—
degradacion, para ello se utilizo la siguiente formula; water absortion (%) = ( WW)

x100

2.4. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM)

Las muestras circulares con 5 milimetros de diametro con las topografias
superficies lisas, surcos lineales y celdas hexagonales fueron examinadas usando un
microscopio de fuerza atdomica en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional en Querétaro.

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 4 “



2.5. CULTIVO DE CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células troncales mesenquimales de cordon umbilical (hUCMS) vy tejido
adiposo (hAMSCs) fueron adquiridas del banco ATCC (American Type Culture
Collection PSC-500-010 y PSC-500-011 respectivamente), las células de pulpa dental
(hDPMSCs) fueron aisladas de un tercer molar donado bajo consentimiento informado
por un paciente de 22 anos, sexo masculino, siguiendo los protocolos de ética. Se
procedio a fenotipificar su estirpe identificando marcadores mesenquimales de
membrana para CD90, CD105 y CD44, asi como marcadores hematopoyeéticos, por
citometria de flujo, y se realizé la diferenciacion a linajes del mesodermo (osteoblastos,
adipocitos y condrocitos), segun la sociedad internacional de terapia celular (ISCT),
se utilizaron medio comerciales marca SIGMA ya formulados y posteriores tinciones
de rojo oleoso (adipocitos), azul alciano (fibras de colageno) y Von Kossa (depdsitos
de calcio). Todas las células mesenquimales fueron cultivadas en medio DMEM-F12
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), incubadas a 37°C en atmodsfera
humeda con CO2 al 5%.

2.6. CULTIVO CELULAR EN LAS MEMBRANAS DE PVA-CTS ENTRECRUZADAS

Las membranas se sometieron a una segunda exposicion de radiacion
ultravioleta por veinte minutos dentro de un area estéril (campana de flujo laminar);
después se agregd 1 mL de suspension celular con 62,500 células a cada uno de los
pozos, dejandolas en cultivo a 37°C con 5% de CO2, en humedad relativa. Se evalud la
morfologia celular mediante microscopia optica y se obtuvieron imagenes empleando

una camara marca Optika digital, dando un seguimiento durante 15 dias.

3. RESULTADOS
3.1. EVALUACION DE LA MEMBRANA DE QUITOSANO Y ALCOHOL POLIVINILICO

Se produjo una pelicula homogénea a la cual se le evaluo el pH (figura 1), para
verificar que el material contara con un pH cercano a 7, lo cual se logro, esto es relevante
ya que las células se mantienen viables a pH cercanos a pH fisioldgico.

Por otro lado, el tratamiento de superficie con acido acético y posteriores
lavados influyo directamente en la estabilidad de las peliculas CTS-PVA, las cuales no se

expandieron al ser rehidratadas manteniéndose sin deformaciones.
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Figura 1. Placa Petri con membrana de CTS-PVA. (A): Se puede observar la membrana con topografia lisa. (B):
Fotografia de microscopia de la membrana hidratada a un aumento de 200X.

e i o

3.2. MOLDEADO DE QUITOSANO Y ACIDO POLIVINILICO CON DIFERENTES
TOPOGRAFIAS

Las peliculas del biomaterial fueron impresas, logrando las topografias
deseadas, unicamente la topografia lineal sufrié un moldeo menos uniforme que la
topografia hexagonal, esto fue perceptible por microscopia, como se muestra en la
figura 2. Esto fue verificado por AMF.

Figura 2. Fotografias de microscopia estereoscopica a un aumento de 20X de las membranas de biomaterial (A):

Moldeado con topografia de hexagonal, (B): moldeado lineal. (C) Lisas.
] [ 11 T

3.3. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM).

Para la caracterizacion de las membranas por AFM se obtuvieron mediciones
relativas a su topografia, que corresponden a dimensiones de rugosidad, nimero de
orificios ordenados de acuerdo con su volumen, perimetro y areas, asi como numero de
eventos de diferentes alturas medidas. Las peliculas mostraron en general superficies
uniformes respecto a su aspecto macroscopico.

Las imagenes generadas por el software son graficos en dos y tres dimensiones
que muestran las medidas longitudinales, la maxima altura topografica detectada en la
region digitalizada y una barra de tonalidades que muestra como se da la texturizacion

de la imagen por colores. En seguida se muestran graficos que agrupan en barras el
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numero de eventos detectado segun la altura (en inglés height), el nUmero de agujeros
detectado segun su perimetro (en inglés perimeter), segun su volumen y su area, asi
como su localizacion dentro de la region digitalizada (figura 3). EI AMF muestra que
la superficie hexagonal presenta mayor uniformidad que las topografias lisa y lineal,
es decir, la porosidad y el conteo de agujeros son considerablemente menores en
comparacion con las topografias lisa y lineal. En una comparativa las dimensiones de los
agujeros detectados eran similares tanto en largo, ancho y profundidad, que alcanzarian
un micrometro de longitud (figura 3, tabla 1), mientras que la topografia hexagonal
presenta la mayor rugosidad (RMS) calculada, por lo que se postula como la topografia
que mas favoreceria a la adhesion celular debido a que tendria una mayor superficie de

contacto (figura 4).

Tabla 1. Comparativa de los promedios de las mediciones realizadas a las superficies lisa, lineal y en panal.

Topografia Rugosidad RMS Agujeros
Area max. (nm?) Perimetro max. Volumen max.
Lineal 8.32 (nm) (nm3)
Lisa 2245 16637.5 968.75 377500
Panal 64.66 16562.5 375 140000

Figura 3. Comparativa de diversos acercamientos en las peliculas lisa (columna A), lineal (columna B) y de celdas
(columna C) por microscopia de fuerza atémica con longitudes de 20, 10, 5, 3 y 1 um por lado.

A)
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Figura 4. Representacion grafica de una region de 3x3 um con topografia hexagonal. (A): Alturas méaximas de 44.9
nm bidimensional; (B): Altura tridimensional; (C): Agujeros localizados en la misma region; (D): Areas menores a
2500 nm?; (E): Perimetros inferiores a 250 nmy (F): Volumenes por debajo de 5000 nm?.

3.4. CULTIVO Y VERIFICACION CELULAR

Todas las células troncales mesenquimales (hMSCs) fueron cultivadas de
forma estandar en botellas de cultivo 25cm2, a las 24 h mostraron una confluencia de
entre 40 y 60% en 25 cm2.

Las hAMSCs y hUMSCs que fueron adquiridas de la casa comercial ATCC
contaban con un certificado de analisis que estipula que fueron evaluadas y cumplieron
con las especificaciones que solicita la sociedad internacional para la terapia celular

(ISCT) para la estirpe de células troncales mesenquimales.

Figura 5. Fotografias de microscopia optica con un aumento de 200X de los cultivos de células troncales
mesenquimales. (A): Cordén umbilical (B): Tejido adiposo y (C): Pulpa dental.

Por otra parte, las DPSC adquiridas de exodoncia fueron capaces de
diferenciarse a adipocitos, condrocitos y osteocitos y mostraron porcentajes positivos
a marcadores mesenquimales en un 89.6% para CD9O0, 791% para CD44 y CD105

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 4 “



94.5%, también se pueden observar con las tinciones de rojo oleoso las vesiculas de
lipidos, las fibras de colageno con la tincidén de azul alciano, y depdsitos de calcio con
tincién Von Kossa (figura 6), por lo anterior las células de pulpa dental cuentan con las
caracteristicas solicitadas por la ISCT para ser consideradas como mesenquimales.
(Martin, Ireland, Baldomero, & Passweg, 2014).

Figura 6. En la parte superior se muestran los histogramas con los porcentajes de positividad de cada marcador

mesenquimal (colocando como limite la autofluorescencia). En la parte inferior se observan las imagenes de las
diferentes diferenciaciones. A. Rojo oleoso; B. Azul alciano y C. Von Kossa.

3.5. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES SOBRE UNA SUPERFICIE DE
QUITOSANO CON ALCOHOL POLIVINILICO

Al exponer las hMSCs a las membranas de los biomateriales, estas mostraron
mantenerse estables, manteniendo morfologia habitual esférica al estar en suspension.
Aungue se logré mantener una pelicula adecuada para poder colocar células troncales
al inocular las células al as 24 horas se observé una minima adherencia celular, figura
7; es por ello en este material se probaron diversas topografias con la finalidad de
incrementar la adhesion celular y a su mantenimiento en este biomaterial ya que para
otros tipos celulares estas formulaciones han dado buenos resultados como sustrato

de cultivo como lo mencioné Melgarejo-Ramirez, Y. et., al en el 2014.
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Figura 7. Fotografia de microscopia optica de los cultivos de células troncales mesenquimales de tejido adiposo
expuestas a las superficies de CTS-PVA a las 24 horas en las que podemos observar escasa adherencia a un
aumento de 200X.

3.6. ADAPTACION DE LAS DIFERENTES TOPOGRAFIAS DE QUITOSANO CON
ALCOHOL POLIVINILICO EN PLACAS DE CULTIVO

Las células se adhirieron en la periferia libre de la pelicula, demostrando que si
permite la proliferacion celular en el entorno. El biomaterial no demostré capacidad de
promover la adherencia de hMSC'’s, se observo la formaron conglomerados celulares
(figura 8), con prolongaciones originadas de la parte inferior anclandolas a la superficie de
las membranas de CTS-PVA. Por lo que éste fendmeno se presenta como una oportunidad
para estudiar los efectos diferidos sobre células somaticas como las utilizadas en el
trabajo publicado por (Garnica-Palafox et al., 2014).

En nuestro caso, se pudieron observar agregados celulares en la pelicula
de topografia lisa, mientras que en la pelicula de topografia hexagonal se presentd
proliferacion celular.

Figura 8. Fotografias de microscopia éptica a un aumento de 200X de los cultivos de células troncales
mesenquimales de tejido adiposo expuestas a las membranas. (A): Grumos celulares en la membrana de topografia
lisa; (B): Agujeros en la pelicula de topografia lisa con proliferacion celular; (C): Grumos celulares en la pelicula de

topografia hexagonal; (D): Grumos celulares en la pelicula de topografia lineal; (E): Cultivo control con grumo celular
con prolongaciones sobre la pelicula con topografia hexagonal.
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4. CONCLUSION

Las hMSC’s cultivadas sobre las membranas de PVA-CTS entrecruzadas con
ECH mantenian una morfologia esférica, formando conglomerados celulares. A pesar de
que no hubo adhesidn celular, las células mantuvieron su capacidad de proliferacion. Al
subcultivar las células expuestas a las membranas de CTS-PVA-ECH, en cajas de cultivo
ausentes de membranas, estas volvieron a adherirse, adquirir su morfologia fibroblastoide
tipica y proliferar, es decir, las células mesenquimales mantuvieron su viabilidad y
la propiedad de adhesion. Por lo que, las membranas podrian ser empleadas como
potenciales vehiculos/acarreadores de hMSC's para aplicaciones en la administracion

de material bioldgico y terapia celular en medicina regenerativa.
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RESUMEN: Los aceites ozonizados son
aceites naturales que han sido transformados
por el ozono y contienen moléculas que
funcionan como antimicrobianos y estimulan
la regeneracion de tejidos, por lo que son
utilizados en el tratamiento de patologias
que afectan sobre todo la dermis y mucosas;
los mas empleados son el aceite de girasol
y el de oliva. El objetivo de la investigacion
fue comparar el porcentaje de reduccion
microbiana de tres aceites: oliva, girasol y
aguacate, ozonizadosy sin ozonizar, adistintos
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ANTIMICROBIANOS

tiempos de exposicion mediante una técnica
de reto microbiano. El aceite de oliva y el de
aguacate presentaron un mayor porcentaje de
reduccion microbiana que el aceite de girasol.
No se encontré diferencia aparente entre las
bacterias Gram negativas o positivas, ni entre
cepas sensibles o resistentes a farmacos.
En la levadura Candida albicans se observo
una mayor diferencia entre el porcentaje
de reduccion del aceite ozonizado y el no
ozonizado, aunque fue la que presento los
valores de reduccion menores en comparacion
con las bacterias. En la cinética de reduccion
microbiana, a partir de los 10 minutos de
exposicion de los aceites ozonizados,
se alcanzaron porcentajes de reduccion
mayores al 95% en la cepa de Escherichia
coli. Los aceites sin ozonizar mostraron tener
un efecto antimicrobiano per se, atribuido
a distintas moléculas presentes de manera
natural en los aceites, sobre todo de oliva y
aguacate. Los buenos resultados obtenidos
con el aceite de aguacate impulsan a continuar
con su estudio en futuras determinaciones.
Dado el problema tan grave de salud publica
relacionado con la resistencia a antibiéticos
que se esta viviendo en el mundo, los aceites
ozonizados son una alternativa que puede
ayudar complementando las terapias de los
pacientes, a un bajo costo y con menores
efectos secundarios.

PALABRAS CLAVE: aceite ozonizado;
antimicrobiano; aceite de oliva; aceite de
girasol; aceite de aguacate.
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USE OF OZONATED OILS AS ANTIMICROBIAL AGENTS

ABSTRACT: Ozonated oils are natural oils structurally transformed by ozone,
containing bioactive molecules with antimicrobial properties and tissue-regenerative
potential. They are widely applied in pathologies affecting the dermis and mucosal
surfaces, with sunflower and olive oils being the most commonly used. The aim of this
study was to compare the microbial reduction percentage of three oils: olive, sunflower
and avocado, both ozonated and non-ozonated, at different exposure times using a
microbial challenge assay. Olive and avocado oils exhibited higher microbial reduction
percentages compared to sunflower oil. No apparent differences were observed
between Gram-negative and Gram-positive bacteria, nor between drug-sensitive and
drug-resistant strains. In Candida albicans, a greater difference was noted between
ozonated and non-ozonated oils, although this yeast showed the lowest reduction
values compared to bacteria. In the microbial reduction kinetics, it was observed after
10 minutes of exposure, that all ozonized oils achieved microbial reduction rates above
95%. Non-ozonized oils also demonstrated intrinsic antimicrobial activity, attributed
to naturally occurring molecules, particularly in olive and avocado oils. The promising
results obtained with avocado oil encourage further investigation in future studies.
Considering the global public health challenge posed by antibiotic resistance, ozonated
oils represent a cost-effective alternative that may complement patient therapies with
fewer side effects.

KEYWORDS: ozonated oils; antimicrobial agent; sunflower oil; olive oil; avocado oil.

1. INTRODUCCION

Los aceites ozonizados son compuestos elaborados a partir del burbujeo de
ozono en distintos tipos de aceites naturales, los mas utilizados y estudiados son los
de oliva y girasol, sin embargo, también se han desarrollado analisis con aceites de
nuez, arroz, maiz, mostaza, soya, semillas de uvas, entre otros. Su principal uso es en
el area médica, para el tratamiento de patologias en piel, odontoldgicas, ginecoldgicas
y gastricas, ya que tienen efectos antimicrobianos asi como de regeneracion de
tejidos y antiinflamatorios (De Almeida et al., 2012; Martinez-Sanchez, 2021; Ugazio
et al., 2020). También se ha iniciado su investigacion en otras aplicaciones como en
la conservacion de alimentos y control de plagas en la agricultura (Aura et al., 2025;
Dominguez-Lacueva et al., 2026).

Hasta el momento no se ha identificado que este tipo de compuestos tengan
efectos secundarios ni tampoco que generen fendmenos de resistencia antimicrobiana,
adicionalmente, son faciles de aplicar y de bajo costo, lo que los hace una gran alternativa

para emplearse en el cuidado de la salud (Colombo et al., 2018).
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El aceite ozonizado de aguacate no ha sido evaluado como agente
antimicrobiano, sin embargo, en nuestro pais es un elemento de alta produccion
e interés cultural, el cual es interesante de investigar. El objetivo de la investigacion
fue comparar el porcentaje de reduccion microbiana de tres aceites: oliva, girasol y
aguacate, ozonizados y sin ozonizar, a distintos tiempos de exposicion mediante una
técnica de reto microbiano, bajo la hipdtesis de que, a mayor contenido de lipidos

poliinsaturados, mayor generacion de compuestos antimicrobianos.

2. DETERMINACIONES ANTIMICROBIANAS

Existen diferentes metodologias que permiten evaluar el efecto antimicrobiano
in vitro de una sustancia: métodos de difusion, con el uso de sensidiscos, y métodos de
dilucién, donde se incluyen la concentracidon minima inhibitoria (MIC) y la concentracion
minima bactericida (MBC), siendo éstas ultimas las mas empleadas; sin embargo, los
métodos no tienen la misma sensibilidad y los resultados pueden estar influenciados
por el grado de solubilidad del compuesto (Ramirez y Marin, 2009). En el caso de los
aceites ozonizados que se emplean para uso dérmico, éstos deben evaluarse mediante
la técnica de reto microbiano segun la Norma Mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999,
para demostrar su efecto germicida, en donde se incluyen tiempos especificos de
exposicion al agente utilizando una alta concentracion de microorganismos para simular
condiciones de peor caso.

En nuestro laboratorio se aplicod la técnica de reto microbiano con una cepa
de Escherichia coli aislada de una ulcera de pie y ajustada a una concentracion de 108
UFC/mL, utilizando diferentes tiempos de exposicion. Los aceites empleados fueron
ozonizados durante cuatro horas a 38°C con un flujo de gas de ozono de 34 de litro por
minuto, llegando a una concentracion final de 35 pg/mL. Para poder detener la reaccion del
agente antimicrobiano en el tiempo especificado, se empled un neutralizante, conformado
por la mezcla de Tween 80, lecitina de soya y tiosulfato de sodio; este neutralizante fue
evaluado previamente para demostrar que no fuera toxico para los microorganismos
analizados. Se realizaron los ensayos de reto y se compar¢ el efecto del aceite de oliva 'y
girasol ozonizados con los no ozonizados obteniéndose los resultados que se muestran

en la Figura 1.
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Figura 1. Cinética de reduccion microbiana de E. coli con aceites de oliva y girasol ozonizados y sin ozonizar.
Elaboracién propia.

—+—Oliva ozonizade —-Girasolozonizado -sGirasol —s—Oliva
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Tiempo de exposicion en minutos

En nuestros resultados se observa un incremento importante en el efecto
antimicrobiano del aceite de girasol ozonizado a partir del primer minuto de exposicion,
comparado con el aceite de girasol no ozonizado, sin embargo, este efecto no se ve en
el aceite de oliva, ya que incluso el aceite sin ozonizar presenta un valor de reduccion
antimicrobiana mayor que el ozonizado y que el de girasol. Es dificil comparar estos
resultados con los obtenidos por otros grupos de investigacion, debido a la metodologia
empleada, ya que la mayoria determina la MIC.

Vieira y colaboradores en el 2025 realizaron un trabajo utilizando una técnica
parecida, exponiendo también a diferentes tiempos, pero uUnicamente evalluan aceite
de girasol ozonizado, por lo que no se puede ver la comparacion con el resto de los
aceites ozonizados y sin ozonizar, ademas de realizar la prueba hasta los dos minutos,
mientras que nosotros prolongamos el analisis hasta los 30 minutos. Los porcentajes de
reduccién que obtuvieron son mucho mayores que los nuestros y esta diferencia puede
deberse a muiltiples factores: el tipo de aceite empleado en cuanto a su origen y pureza,
las condiciones de conservacion del aceite y el grado de ozonizacion derivado del uso de
distintos equipos y de variaciones en los tiempos y técnicas de burbujeo. Ellos manejaron
una concentracion de 60 pg/mL en el aceite ozonizado, a diferencia de nosotros que
obtuvimos una concentracion de 35 pg/mL, lo anterior indica que, segun los porcentajes
de reduccion obtenidos, los aceites de oliva permitirian generar una reduccion microbiana
igual o mayor que el de girasol con un costo menor de ozonizacion.

Es interesante observar en nuestra cinética que existe un efecto antimicrobiano

en los primeros minutos que disminuye y posteriormente vuelve a incrementarse,
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manteniéndose estable y alcanzando su nivel maximo en casi todos los aceites a los 30
minutos. Es por lo que, realizamos nuevamente la técnica de reto microbiano, pero ahora
Unicamente exponiendo a los 30 minutos con diferentes cepas de referencia y aislados
clinicos, provenientes de la coleccidn microbiana del Laboratorio de Producciéon y Control
de Biologicos de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico

Nacional, obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentajes de reduccién microbiana de aceites de oliva y girasol ozonizados y sin ozonizar en diferentes

cepas.

Cepa Oliva Oliva ozonizado Girasol Girasol ozonizado
C. albicans ATCC 10231 39.428 >099.999 31428 79.000
S. aureus (a.c.)? >99.999 99.999 58.090 76.476
S. epidermidis ATCC 12228 >99.999 >99.999 55.450 58136
E. coli ATCC 8739 >99.999 >99.999 52603 48.905
A. baumannii (a.c. Acb07)® 99.963 99.988 85.887 89.679
A. baumannii (a.c. Acb18) 2 99.998 >99.999 91593 96.333
P. aeruginosa (a.c. Pai4)? 99.565 99.955 68.803 82.479
P. aeruginosa (a.c. Pa63)® 99.999 >99.999 93.795 94.821

Notas: a.c.: aislado clinico, 2aislado sensible a antibidticos ° aislado resistente a antibioticos. Elaboracion propia.

Los porcentajes de reduccion obtenidos en las distintas cepas fueron mayores
en los aceites de oliva que en los de girasol y casi iguales en el aceite de oliva ozonizado
y sin ozonizar, a excepcion de la levadura. La cepa de C. albicans ATCC 10231 tiene una
reduccion microbiana de 5 logaritmos con el aceite de oliva ozonizado, es precisamente
la cepa donde la ozonizacidon marca la mayor diferencia: 39,4 % en el aceite de oliva sin
ozonizar frente a > 99,999 % en el aceite ozonizado; también en el aceite de girasol se
observa mayor porcentaje de reduccion en el aceite ozonizado, pero los valores no son
tan altos como en el de oliva. No se identificd una diferencia en el porcentaje de reduccion
entre microorganismos Gram negativos y positivos.

En este ensayo se incluyeron dos cepas resistentes a antibioticos: la cepa
de Pseudomonas aeruginosa Pa63, la cual se clasifica como pan-resistente (PDR) y
la de Acinetobacter baumannii AcbQ7, la cual es extremadamente resistente (XDR)
(Monterrubio-Lépez et al., 2023). Estas cepas también mostraron sensibilidad a los
aceites, lo que coincide con otros trabajos como el de Di Pietro y colaboradores del
2022y el de Wang y colaboradores del 2021, donde observaron sensibilidad a extractos
de aceite de oliva en cepas de Staphylococcus aureus, P. aeruginosa, E. coli y Klebsiella
pneumoniae resistentes a antibioticos. Estos resultados son alentadores tomando

en cuenta el panorama que existe en el mundo ante la problematica de resistencia a
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antibioticos, convirtiendo a estos compuestos en una alternativa para complementar los

tratamientos médicos.

3. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE DE AGUACATE

El aguacate, originario de Mesoamérica y cultivado extensamente en México,
representa no sélo un recurso agricola de relevancia mundial, sino también un componente
esencial de la identidad cultural y econémica del pais, cuyo impacto nutricional y potencial
biotecnoldgico lo posicionan como un alimento estratégico en la investigacion cientifica
contemporanea. Es por ello que realizamos un ensayo de reto microbiano utilizando aceite
de aguacate ozonizado y sin ozonizar, empleando diferentes tiempos de exposicion a una
cepa de E. coli aislada de una Ulcera de pie, los porcentajes de reduccion obtenidos se

muestran en la Figura 2.

Figura 2. Cinética de reduccion microbiana de E. coli con aceites de aguacate ozonizados. Elaboracion propia.
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En los resultados se puede observar que el aceite de aguacate por si mismo
muestra un efecto antimicrobiano ante la cepa de E. coli, el cual se ve incrementado con
la ozonizacion, observandose un mayor porcentaje de reduccion después de los cinco
minutos de exposicion. Si comparamos los resultados con los del aceite de oliva y girasol
ozonizados, podemos ver que el efecto es casi el mismo que el de oliva y mayor que el
de girasol. Hay pocos estudios disponibles respecto al aceite de aguacate, los cuales se
enfocan principalmente en sus propiedades fisicoquimicas y aplicaciones agricolas, por
lo que su actividad antimicrobiana ante E. coli nos impulsa a seguir investigando su efecto

en otros microorganismos (Aura et al., 2025).
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4. MECANISMOS DE ACCION ANTIMICROBIANA

El ozono al ponerse en contacto con los aceites vegetales transforma su
estructura quimica a través de reacciones de ozondlisis, rompiendo los dobles enlaces
de los triacilglicéridos insaturados, generando una mezcla de distintos compuestos:
ozoénidos, peroxidos, aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos. Estos compuestos son los
que contribuyen al efecto antimicrobiano al romper la integridad de la membrana celular
de los microorganismos a través de una peroxidacion lipidica y la desnaturalizacion de
proteinas (De Almeida et al., 2012; Martinez-Sanchez, 2021).

De acuerdo al mecanismo de accion, se supondria que, a mayor contenido de
lipidos poliinsaturados, habria mayor generacion de compuestos antimicrobianos. Como
se muestra en la Tabla 2, el aceite de girasol contiene una mayor proporcion de acido
linoleico, el cual es un lipido poliinsaturado, aproximadamente contiene entre un 48 'y 74%
dependiendo de su origen y pureza, a diferencia de los aceites de oliva y aguacate, los
cuales tienen mayor proporcion de acido oleico, entre un 53 y 83%, el cual presenta un
menor nimero de insaturaciones en su estructura; con los datos anteriores supondriamos
que los aceite de oliva y aguacate tendrian un menor efecto antimicrobiano, lo cual es
contrario a nuestros resultados, donde su porcentaje de reduccion es mayor que el del

aceite de girasol.

Tabla 2. Contenido de acidos oleico y linoleico en los aceites de oliva, girasol y aguacate.
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. Acido oleico | Acido linoleico | Tipo predominante de .
Aceite . . Referencia
(%) (%) insaturacion
. Sanchez-Gonzélez et
Aguacate 53.6-721 8.6-15.2 Monoinsaturado
al,, 2025
) . International Olive
Oliva 55-83 3.5-21 Monoinsaturado )
Council, 2026
Codex Alimentarius,
Girasol 14-39.4 48.3-74 Poliinsaturado 2001 X : i

Nota: Los rangos de composicion de los acidos grasos pueden variar en funcion de la variedad, origen geografico,
condiciones de cultivo, grado de madurez, método de extraccion y procesamiento del aceite. Elaboracion propia.

Adicionalmente, estamos viendo un efecto antimicrobiano enlos aceites sin ozonizar,
sobre todo de oliva y aguacate, lo que comprueba que existen otros compuestos presentes
de forma natural en los aceites que también tienen efecto contra los microorganismos,
como pueden ser los polifenoles, aldehidos y monoglicéridos. Estos compuestos son
componentes minoritarios del aceite de oliva, que se encuentran en mayor proporcion en

el extra virgen. En el caso del aceite de girasol éstos compuestos casi no estan presentes,
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lo que puede justificar el comportamiento en la cinética de reduccion microbiana de estos

aceites (Medina et al., 2006; Sanchez-Rodriguez y Mesa, 2018).

5. CONCLUSIONES

Los aceites ozonizados demostraron un efecto antimicrobiano significativo
frente a Escherichia coli, alcanzando porcentajes de reduccion superiores al 95%
después de 10 minutos de exposicion.

Los aceites de oliva y aguacate mostraron una actividad antimicrobiana mayor
que el aceite de girasol, incluso en su forma no ozonizada, lo que sugiere la presencia de
compuestos naturales con efecto germicida.

No se observaron diferencias relevantes en la sensibilidad entre bacterias
Gram positivas y Gram negativas, ni entre cepas sensibles o resistentes a antibioticos,
lo que refuerza el potencial de estos aceites como alternativas frente a la resistencia
antimicrobiana.

La levadura Candida albicans fue el microorganismo con menor porcentaje de
reduccion, pero donde mas se noto la diferencia entre el efecto antimicrobiano de los
aceites ozonizados y no ozonizados.

El aceite de aguacate presento resultados prometedores, posicionandose como
un candidato atractivo para futuras investigaciones en el campo de la microbiologia
aplicada y la biotecnologia.

Considerando la problematica global de resistencia a antibioticos, los aceites
ozonizados representan una alternativa terapéutica complementaria, de bajo costo,
biocompatible y con menores efectos secundarios, que puede contribuir al cuidado de

la salud publica.
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ABSTRACT: Kosakonia cowanii strain Ch1 was isolated from Mexican chili powder, and
the genome was sequenced. The genome was 4,765,544 bp in length, with an average
G + C content of 56.22%, and a plasmid (pCh1) of 128,063 bp with an average G + C
content of 52.50%. A phylogenetic analysis revealed a close relation with pathogenic
strains; nevertheless, some virulence-related genes were absent, and this genetic
characteristic may explain the fact that K. cowanii Ch1 behaved as a non-pathogenic strain
when infection assays were performed on the leaves and fruits of Capsicum annuum L.
Surprisingly, we observed that this bacterial strain had the ability to spread throughout
serrano pepper seeds. Furthermore, K. cowanii Ch1 was evaluated for the production of
volatile organic compounds (VOCs) against fungal pathogens, and the results showed
that Alternaria alternata and Sclerotium rolfsii were inhibited in a radial mycelial growth
assay by a mean rate of 70% and 64%, while Fusarium oxysporum was inhibited by only
approximately 10%. Based on the headspace solid-phase microextraction combined with
the gas chromatography mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS), 67 potential VOCs
were identified during the fermentation of K. cowanii Ch1 in TSA medium. From these
VOCs, nine main compounds were identified based on relative peak area: dodecanoic
acid; 3-hydroxy ethanol; 1-butanol-3-methyl; acetaldehyde; butanoic acid, butyl ester;
cyclodecane; 2-butanone, 3-hydroxy; disulfide, dimethyl and pyrazine-2,5-dimethyl. Our
findings show the potential of K. cowanii Ch1 for the biocontrol of fungal pathogens
through VOCs production and reveal additional abilities and metabolic features as
beneficial bacterial specie.

KEYWORDS: Kosakonia cowanii Ch1; volatile organic compounds; chili powder; fungal
pathogens; biocontrol; genome sequencing.

2 Autor de correspondencia.
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Kosakonia cowanii Ch1 ISOLADA DE PIMENTA EM PO MEXICANA REVELA INIBICAO
DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

RESUMO: A cepa Kosakonia cowanii Ch1 foi isolada de pimenta em po mexicana, e seu
genoma foi sequenciado. O genoma apresentou 4.765.544 pb de comprimento, com
conteudo médio de G+C de 56,22%, além de um plasmideo (pCh1) de 128.063 pb, com
conteudo médio de G+C de 52,50%. A analise filogenética revelou estreita relacdo com
cepas patogénicas; entretanto, alguns genes relacionados a viruléncia estavam ausentes,
e essa caracteristica genética pode explicar o fato de K. cowanii Ch1 ter se comportado
como uma cepa nao patogénica quando ensaios de infecgcao foram realizados em folhas
e frutos de Capsicum annuum L. Surpreendentemente, observou-se que essa cepa
bacteriana foi capaz de se disseminar pelas sementes de pimenta serrano. Além disso,
K. cowanii Ch1 foi avaliada quanto a producao de compostos organicos volateis (VOCs)
contra fungos fitopatogénicos, e os resultados demonstraram que Alternaria alternata e
Sclerotium rolfsii apresentaram inibicdo média do crescimento micelial radial de 70% e
64%, respectivamente, enquanto Fusarium oxysporum foi inibido em aproximadamente
10%. Com base na técnica de microextragdo em fase solida no espaco de cabeca
acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS),
foram identificados 67 VOCs potenciais durante a fermentacéo de K. cowanii Ch1 em
meio TSA. Dentre esses compostos, nove foram identificados como principais, com
base na area relativa dos picos: acido dodecanoico, 3-hidroxietanol, 3-metil-1-butanol,
acetaldeido, butanoato de butila, ciclododecano, 3-hidroxi-2-butanona, dissulfeto de
dimetila e 2,5-dimetilpirazina. Nossos resultados demonstram o potencial de K. cowanii
Ch1 para o biocontrole de fungos fitopatogénicos por meio da produgcao de compostos
organicos volateis, além de revelar capacidades metabdlicas adicionais que reforcam seu
potencial como bactéria benéfica.

PALAVRAS-CHAVE: Kosakonia cowanii Ch1; compostos organicos volateis; pimenta em
po; patdgenos fungicos; controle bioldgico; sequenciamento gendmico.

1. INTRODUCTION

Kosakonia cowanii belongs to the Enterobacteriaceae family and was reclassified
from the Enterobacter genus based on multilocus sequence analysis (MLSA) one decade
ago [1]. It is a Gram-negative, facultative anaerobic, rod-shaped, and motile bacterium
with a huge metabolic ability to colonize diverse environments. From this perspective and
because of the presence of virulence factors associated with the Kosakonia genus, several
reports indicate that some strains have been involved in human infection as rare events,
and therefore, are assumed to be able to act as facultative human pathogens [2]. In this
way, K. radicincitans has been isolated from a human bloodstream infection [3], as well as
a spo-radic case of a K. cowanii infection associated with an acute cholecystitis [4].

In recent years, K. cowanii has also emerged as an important phytopathogen

causing diverse plant diseases [2]. For instance, some reports show the association of K.
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cowanii with bacterial wilt in tomatoes and patchouli plants [5], where typical symptoms of
the disease cause the collapse of the plant [6]. Additionally, K. cowanii has been reported
in Eucalyptus trees displaying symptoms of bacterial blight [7]. Another report showed
that it possesses the ability to cause necrotic spots on leaves of Mabea fistulifera Mart.
(Euphorbia-ceae) [8]. Additionally, it has been detected in plants that present symptoms
of bacterial stalk and leaf necrosis, such as onion (Allium cepa L.) [9], and as an emergent
bacterial pathogen affecting soybean (Glycine max Willd) [6].

However, contrary to these adverse traits reported in the Kosakonia genus, inrecent
decades the increased characterization of microbiomes associated with plants and the
isolation of beneficial microorganisms as inoculants to ensure crop yield and nutritional
quality have allowed for the isolation of several strains of the Kosakonia genus as a plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR), conferring upon plants the ability to tolerate
abiotic stress [10,11] or as a biocontrol of phytopathogenic fungi [12]. Interestingly, one
report showed that K. cowanii colonizing the gut of Anopheles gambiae displayed direct
anti-Plasmodium properties [13]; therefore, these findings revealed that many metabolic
features of the Kosakonia genus still remain unexplored [10]. Previous efforts to determine
the bacterial diversity in Mexican chili powder [14] led us to detect the presence of K.
cowanii by 16S rDNA lllumina sequencing, and several bacterial isolates were obtained.
In this work, we present the results of the characterization of a new K. cowanii Ch1 strain
through genome sequencing and phytopathogenicity testing in Capsicum annuum L. More
importantly, we identify for the first time its ability to inhibit phytopathogenic fungi growth
by volatile organic compounds (VOCs). K. cowanii Ch1 exhibits important biocontrol
activity and could be a promising element for the biocontrol of economically important

phytopathogenic microorganisms.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. KOSAKONIA STRAIN ISOLATION

K. cowanii Ch1 was isolated from Mexican chili powder and identified by the
Laboratory of Molecular Biology of Microorganisms at the Faculty of Chemistry of
Queretaro University, Mexico [14]. K. cowanii Ch1 possesses a TEM B-lactamase (class A);
therefore, the strain was grown on a tryptic soy agar (TSA) medium (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) supplemented with 100 pg/mL of ampicillin and incubated at 37 °C for
24 h. Additionally, antibiotic susceptibilities were determined using the criteria of CLSI
standards [15]. Escherichia coli XL1 blue was used as a control. Antibiotic discs (Oxoid)

containing amikacin (30 ug), ampicillin (10 ug), amoxicillin/clavulanic acid (20/10 ug),
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carbenicillin (100 pg), cephalothin (30 pug), cefotaxime (30 pg), chloramphenicol (30 pg),
ciprofloxacin (5 ug), clindamycin (30 ug), dicloxacillin (1ug), erythromycin (15 ug), gentamicin
(10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), netilmicin (30 pg), nitrofurantoin (300 ug),
norfloxacin (10 pg), penicillin (10 U), tetracycline (30 ug), trimethoprim-sulfamethoxazole
(25 pg), and vancomycin (30 pg) were used.

2.2. PATHOGENICITY TEST

The pathogenicity test of K. cowanii Ch1 was conducted by inoculating the
bacterium on Capsicum annuum L. plantlets and fruits. Capsicum annuum L. var. serrano
seeds were surface sterilized by immersion in 10% (v/v) sodium hypochlorite for 5 min and
rinsed 3 times with sterile distilled water and germinated in seedling trays containing sterile
mixed soil and placed under greenhouse condition. Then, seedlings were transplanted
into pots containing sterile soil and grown under greenhouse conditions; 45 days post
germination, seedlings with 12-14 true leaves were used. Fruits of the serrano pepper
(Capsicum annuum L.) were selected based on size uniformity and the absence of visual
damage or infections. Additionally, fruits were superficially disinfected by immersion in
10% (v/v) sodium hypochlorite for 10 min, then with 50% (v/v) ethanol for 10 min, and
finally rinsed with sterile water and air-dried at room temperature (25 °C). For the bacterial
inoculation test, K. cowanii Ch1 was grown in tryptic soy broth and incubated at 37 °C for
24 h with continuous shaking (100 rpm), and then the bacterial suspension was diluted to
approximately 1 x 108 CFU/mL. From this bacterial suspension, 10 plants were inoculated
with 10 pL, using 5-6 leaves of each plant and 10 serrano pepper fruits; all were punctured
with a sterile needle and inoculated at that point. Inoculated seedlings were grown in
greenhouse conditions, while inoculated fruits were placed inside an airtight container
at room temperature (25 °C) for 7 days. Negative controls were inoculated with sterile
distilled water.

2.3.16S RRNA GENE SEQUENCE ANALYSIS

Serrano pepper fruits inoculated with K. cowanii Ch1and controls were analyzed
for 7 days post inoculation, and seeds were obtained and placed on a TSA medium
(Difco Laboratories; Detroit, MI, USA) supplemented with 100 pg/mL ampicillin and
incubated at 37 °C for 24 h. Bacterial colonies that were grown close to the seeds
were analyzed by PCR using primers 27F and 1492R for 16s rRNA [16]. The amplicons
obtained were sequenced at Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea) and analyzed

using MEGA X with the neighbor-joining method. The evolutionary distances were
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computed using the Jukes-Cantor method and compared with the sequence of K.
cowanii Ch1 [17-21].

2.4. GENOME SEQUENCING AND ASSEMBLY

Genomic DNA of the K. cowanii Ch1 strain was extracted using a ZymoBIOMICSTM
DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The genomic DNA was processed and analyzed with the Shotgun
Metagenomic Sequencing Service (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Sequencing
libraries were prepared with an lllumina® DNA Library Prep Kit (lllumina, San Diego,
CA, USA), and the final library was sequenced on the platform NovaSeg® (lllumina, San
Diego, CA, USA). Bioinformatic analyses were made using the pipelines at the Bacterial
and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC); the Fastq Utilities Service [22], the
comprehensive genome analysis service at PATRIC [22], the RAST tool kit (RASTtk) for
genome annotation [23], and CIRCOS for the circular genome map [24]. The Codon
Tree pipeline of BV-BRC was used to generate bacterial phylogenetic trees. The closest
reference genomes were identified using Mash/MinHash [25], and PATRIC global
protein families (PGFams) [22] were selected and aligned with MUSCLE v5 [20], then
concatenated into a data matrix, and RaxML v8.211 (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood) [21] was used to analyze the matrix with 100 rounds of fast bootstrapping
options [22] to determine the phylogenetic analysis. Plasmid assembly was performed
using the PlasmidSPAdes version v3.13.0 with default settings [26]. DNA sequences were
deposited in NCBI as BioProject ID PRINA965885. The genome accession number was
JAUDFUOO0000000.

2.5.INHIBITORY EFFECTS OF VOCS PRODUCED BY K. cowanii Ch1 ON PATHOGENIC
FUNGI IN VITRO

The following fungal pathogens were selected to test the inhibitory effects of
K. cowanii Ch1 volatile organic compounds (VOCs): Alternaria alternata, which causes
black spot in diverse fruits and vegetables around the world; Fusarium oxysporum, with
diverse members of this species causing complex infections on economically relevant
crops worldwide with typical symptoms such as chlorosis, necrosis of vascular systems,
and potential death of colonized plants; and Sclerotium rolfsii, which is a very common
soil-borne fungus infecting a wide range of vegetable, ornamental, and field crops. These
fungal strains were provided by the Laboratory of Plants and Agriculture Biotechnology

at Queretaro University, Mexico. The fungal strains were grown in potato dextrose agar
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(PDA) medium (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) and incubated at 28 °C for 7 days
prior to use.

The inhibitory effects of VOCs produced by K. cowanii Ch1 were evaluated by
the inhibition of radial mycelial growth of the fungi using methods described previously
[27]. A chamber with two-compartment plastic plates of 9 cm in diameter was used.
In the bottom side of the compartment, 100 pL of bacterial suspension (1 x 108 CFU/
mL) was inoculated on TSA medium (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). In the top
side of the compartment, the PDA medium was added (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
USA) and inoculated with a 7-mm diameter disk of each fungus tested. The negative
control only included the fungi tested without bacterial suspension. The chamber with
both Petri dishes was immediately sealed with parafilm and incubated for 5-7 days at
28 °C. Then, radial mycelial growth was registered. Each experiment with each fungi
strain was performed in triplicate. The following equation was used to analyze the
percentage of mycelial growth inhibition (mgi (%) = [(dc — dt)/dc] x 100, where the
terms dc and dt (in mm) represent the average colony diameters of the control and
treatment groups, respectively.

The data obtained were analyzed using the DPS V12.01 software for the analysis
of variance and Duncan’s multiple range test (p = 0.05) to measure specific differences

be-tween pairs of means.

2.6. HS-SPME-GC-MS ANALYSIS OF VOCS FROM K. cowanii Ch1

K. cowanii Ch1 was inoculated in 8 borosilicate glass media bottles of 80 mL
(Schott) with 40 mL of tryptic soy medium, sealed with polypropylene screw caps, and
incubated at 37 °C for 48 h with continuous shaking (100 rpm). Tryptic soy medium
without the strain was used as a blank control. From each culture, samples were obtained
every 6 h to collect cell-free filtrate (FCF) as follows: each sample was centrifugated at
14,000 rpm for 5 min two times and filter sterilized using a membrane with a pore size
of 0.2 ym (Sig-ma-Aldrich). Mycelial growth inhibition was tested using 500 pL of FCF
on PDA medium inoculated with a 7-mm diameter disk of A. alternata. An eighteen-hour
growth bacterial culture was used for VOC analysis. Samples were incubated at 50 °C for
1 h, and VOCs were collected on a divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane fiber
(DVB/CAR/PDMS, Supelco, Sigma-Aldrich, CA, USA. Manual injection was conducted in
splitless mode, and the injection port and transfer line temperature was set to 250 °C
using a 7820A GC with a 5975C MSD (Agilent Technologies, Inc., CA, USA) and HP-5MS
30 m, 0.25 mm, and 0.25 um GC Column Capillaries (Agilent Technologies Inc., CA, USA).
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The column oven was programmed to 40 °C, increasing to 180 °C at 5 °C/min, then 20
°C/min to 260 °C, and held at that temperature for 5 min. Helium (99.999% purity) was
used as carrier gas with a flow rate of 1.0 mL/min. Mass spectrometry analyses were
conducted using an electron energy of 70 eV, and the m/z range was 33-500. Data were
acquired and processed using NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library instrumental analysis
software, version 2017, USA.

3. RESULTS
31. GENERAL GENOME FEATURES OF STRAIN K. COWANII CH1

The assembled genome of K. cowanii Ch1had the following statistics: 75 contigs
with a total length of 4,765,544 bp, an average G + C content of 56.22%, Contig L50
is nine, Con-tig N50 is 176,943 bp and a plasmid (pCh1) of 128,063 bp and with an
average G + C content of 52.50% (Figure 1A). The genome quality; coarse consistency
(98.7), fine consistency (98), CheckM completeness (99.7) and CheckM Contamination
(0.1) demonstrate that this genome appears to be of good quality. On this genome we
detected 4493 protein coding sequences (CDS) and 90 RNA genes (82 tRNA and
8 rRNA). The annotation included 805 hypothetical proteins and 3688 proteins with
subsystem functional assignments (Figure 1B). PATRIC annotation included two types
of protein families: 4229 proteins belonging to the genus-specific protein families
(PLFams), and 4284 proteins belonging to the cross-genus protein families (PGFams).
Many of the genes annotated displayed similarities to known transporters, virulence
factors, drug targets, and antibiotic resistance genes. The number of genes and the
specific source databases where similarities were found are provided in Table 1. On
the plasmid (pCh1) we detected 162 protein coding sequences (CDS), the annotation
included 103 hypothetical proteins and 59 proteins with subsystem functional
assignments. BLASTN analysis of plasmid pCh1 showed 49% and 46% alignment with
plasmid 888-76-1 and plasmid Wem22, respectively; the first plasmid was detected in
the pathogenic K. cowanii JCM 10956 strain and the second plasmid was detected in
K. cowanii SMBL-WEM22 strain isolated from seawater in Hong Kong. pCh1 is an IncF
plasmid containing repFIB gene that encode to a replication protein and the VapBC

toxin-antitoxin systems.
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Figure 1. Circular map of K. cowanii Ch1 chromosome and plasmid. (A) includes, from outer to inner rings, ensembled
contigs, CDS on the forward and reverse strand, RNA genes, CDS for antimicrobial resistance genes, CDS for
virulence factors, and GC content and skew. (B) indicates the subsystem functional assignments. The numbers
provided in parentheses are the count of subsystems and genes associated with the subsystem name.

Chromosome
A 4,?65,54_4 bp

Plasmid (pCh1)
128,063 bp

o v
0 g

s METABOLISM (100, 835)
# PROTEIN PROCESSING (45, 211)
s STRESS RESPONSE, DEFENSE,
VIRULENCE (38, 185)
ENERGY (34, 296)
8 MEMBRANE TRANSPORT (27, 148)
s CELLULAR PROCESSES (21, 199)
# DNA PROCESSING (19, 99)
u RNA PROCESSING (14, 76)
u CELL ENVELOPE (12, 95)

s REGULATION AND CELL SIGNALING
(7,29)

Table 1. Specialty genes.

Category Source Genes
Antibiotic Resistance CARD 49
Antibiotic Resistance PATRIC 60

Drug Target DrugBank 275
Drug Target TTD 54
Drug Target TCDB 458
Virulence Factor PATRIC_VF 103
Virulence Factor VFDB 25
Virulence Factor Victors 128

A summary of the antimicrobial resistance genes (AMR) annotated in this genome
and the corresponding AMR mechanism classified into eight categories is provided
in Table 2. Regarding the AMR phenotype, K. cowanii Ch1 showed resistance to the

B-lactam antibiotics tested, such as penicillin G, ampicillin, and carbenicillin, likely due to
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the presence of TEM B-lactamase detected in the chromosome. In addition, resistance
was observed for erythromycin, clindamycin, and vancomycin, likely due to the presence
of genes classified as efflux pumps conferring antibiotic resistance (Table 2). The K.
cowanii isolates showed marked susceptibility to the remaining antibiotics tested. Using
the complete genome sequences from K. cowanii Ch1 and type strains of the Kosakonia
genus, a phylogenomic tree based on 100 core genes was constructed (Figure 2). The
results showed that K. cowanii Ch1 is closely related to K. cowanii JCM 10956, an isolate
from human infection, and clustered closely together with K. cowanii strain pasteuri, an

isolate from insect gut, and Pa82 strain, a phytopathogenic isolate.

Table 2. Antimicrobial resistance genes.

AMR Mechanism Genes
Antibiotic activation enzyme katG
Antibiotic resistance gene cluster, cassette, or operon marA, marB, marR, bla
alr, ddl, drx, EF-G EF-Tu, folA, dfr, folP,
Antibiotic target in susceptible species gyrA, gyrB, inhA, fabl, Iso-Trna, kasA,
murA, rho, rpoB, rpoC, s10p, S12p
Antibiotic target protection protein BerC
acrAB-tolC, acrAD-tolC, acrZ,
Efflux pump conferring antibiotic resistance emrAB-tolC, macA, macB, mdfA/cmr,
mdtABC-tolC, sugE, tolC/opmH
Gene conferring resistance via absence GidB
Protein-altering cell-wall charge conferring antibiotic resistance gdpD, pgsA

Regulator modulating expression of antibiotic resistance genes  acrAB-tolC, emrAB-tolC, H-NS, oxyR

Figure 2. Phylogenetic tree analysis of K. cowanii Ch1. The Codon Tree pipeline of BV-BRC was used to generate
bacterial phylogenetic trees with Kosakonia genus strains (see methodology). Enterobacter cloacae and Citrobacter

freundi were selected as outgroups.
Kosakonig sacchari strain DSM 107661

Kosakonia pseudosacchari strain NN143

Kosakonia radicincitans strain DSM 16656

100

l Kosakonia radicincitans strain GXGL-4A

Kosakonia cowanii strain Ch1
100

i Kosakonia cowanii strain JCM 10956

- oKosakonia cowanii strain pasteurii

Kosakonia cowanii strain Pa82
Enterabacter cloacae strain 20ES
ot Enterobacter cloacae strain NCTC11593

Enterobacter cloacae strain 2312040

Citrobacter freundii strain UMB1094

100
I— Citrobacter freundii strain CRCB-101
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3.2. PATHOGENICITY TEST

The results of the pathogenicity test showed that after inoculation with K. cowanii
Ch1in leaves and in external/internal fruits of the serrano pepper (Capsicum annuum L.),
there were no symptoms of infection (Figure 3A,B). Virulence-related genes identified
in the chromosome were principally flagellar, iron uptake, and siderophore components
(Table 3), which likely are related to bacterial colonization, but not to pathogenesis in
leaves and fruits of the infected plants, since no SSllI or vir/avr genes were identified. As
K. cowanii may have the capability of invasion and motility due to the presence of genes
related to virulence factors identified in the chromosome (fliP, fliM, fliG, fliC, fliA, flgH, flgG,
flgC, flgB), we aimed to determine if the bacterium had the capability of colonization inside
the fruit tissues. Interestingly, when we analyzed seeds from fruits inoculated with K.
cowanii Ch1 seven days after inoculation (supplemented with ampicillin to avoid bacterial
contamination), approximately 50% of the seeds tested showed growth of K. cowanii
Ch1 (Figure 3C). This was validated by PCR for 16S rDNA and amplicon sequencing. This
result showed that K. cowanii Ch1 may spread throughout the seeds of Capsicum annuum

L.; however, additional research is necessary to understand the chemotactic mechanisms.

Table 3. Potential virulence-related genes in K. cowanii Ch1 predicted by VFDB.

Virulence Factor Gene Name Putative Function

Endotoxin gtrB Bactoprenol glucosyl transferase

2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate
dehydrogenase 2,3-dihydro-2,3-

| take, sid h tA .
ron uptake, sideropnore en dihydroxybenzoate dehydrogenase of
siderophore biosynthesis
Ferric enterobactin-binding periplasmic protein
fepB
FepB
entS Enterobactin exporter EntS
Ferric enterobactin transport system permease
fepG .
protein FepG
entB Isochorismatase of siderophore biosynthesis
S ti t i i .
ecretion syslém, nvasion, flgC Flagellar basal-body rod protein FIgC
motility
motA Flagellar motor rotation protein MotA
flgH Flagellar L-ring protein FigH
flgB Flagellar basal-body rod protein FIgB
flgG Flagellar basal-body rod protein FIgG
fliG Flagellar motor switch protein FliG

Ferric enterobactin transport system permease

fepD protein FepD
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Virulence Factor Gene Name Putative Function

fliP Flagellar biosynthesis protein FliP
Positive regulator of CheA protein activit
cheW 9 (CheW) P y
fliM Flagellar motor switch protein FliM
fliC Flagellin FliC
fiA RNA polymerase sigma factor for flagellar
operon

Figure 3. Pathogenesis test. Infection test with K. cowanii CH1 is shown in leaves (Panel A) and external/internal
fruits (Panel B) of serrano pepper (Capsicum annuum L.). These results were similar to the controls (data not
shown). No lesions were detected when K. cowanii was inoculated in plantlets or serrano pepper fruits. Surprisingly,
we observed growth of K. cowanii Ch1 on seeds of fruits (Panel C). TSA medium was supplemented with 100 pg/
mL of ampicillin.

3.3. INHIBITORY EFFECTS OF VOCS PRODUCED BY K. cowanii Ch1 ON PATHOGENIC
FUNGI IN VITRO

Given the absence of vir/avr genes in K. cowanii Ch1 and the fact that it is
not able to produce symptoms of infection in serrano peppers, we wondered if
there was any biological activity for this bacterial strain. To answer this question, we
initially chose to evaluate potential biocontrol for volatile organic compounds (VOCs)
produced during growth condition in the TSA medium and their potential effects on the
presence of fungal strains as indicated in the methodology. Surprisingly, the results
demonstrated that K. cowanii Ch1 presented antifungal abilities against Sclerotium
rolfsii and Alternaria alternata with a mean rate of 64% and 70%, respectively, of
inhibition of radial mycelial growth during the period evaluated, while radial mycelial
growth inhibition on Fusarium oxysporum was lower than 10% (Figure 4). Therefore, we
determined that the K. cowanii CH1 strain produces some volatile organic compounds

with antifungal activity that cause mycelial growth inhibition on A. alternate and S.
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rolfsii, and the next step was the identification of these key VOCs produced by this
bacterial strain.
Figure 4. Antifungal activity test of K. cowanii Ch1 against fungal pathogens. (A) showsradial mycelial growth for

controls (upper) and treatment (lower) at the end of experiments. (B) shows inhibition rate (%) for fungal strains
tested. Values by different letters show statistical differences according to Duncan’s multiple range test (p = 0.05).
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3.4. HS-SPME-GC-MS ANALYSIS OF VOCS FROM K. cowanii Ch1

To explore the fungal inhibition rate of VOCs produced by K. cowanii Ch1 during
different fermentation times, filtrate cell free (FCF) values were obtained every 6 h for a
48 h period. The results showed that the FCF values at 18 h exhibited the highest mean
inhibition rate against A. alternata, with a mean rate of 60%, while the FCF values at 12 h
had only a mean rate of fungal inhibition of 20%; the FCF results from other fermentation
times showed no significant inhibition. Therefore, we decided to analyze the VOCs from
the fermentation time at 18 h using HS-SPME-GC-MS (Figure 5).
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Figure 5. VOC detection from 18 h of fermentation culture of K. cowanii Ch1 using HS-SPME-GC-MS. Abundance
and retention time are shown for each peak.
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The volatile organic compounds detected in the control were compared with

those produced by K. cowanii Ch1 according to its relative peak area, and the results

showed 67 VOCs (Table 4). The chemical classes detected were acids (3), alcohols (14),

aldehydes (5), esters (11), hydrocarbons (6), ketones (11), organochlorines (2), aromatics

(3), thioethers (3), and pyrazines (9). As is indicated by the relative peak area of the HS-

SPME-GC-MS profile, the nine compounds with the highest area percentages for each

chemical class were dodecanoic acid, 3-hydroxy (1.08%); ethanol (5.40%); 1-butanol-3-
methyl (4.88%); acetaldehyde (3.81%); butanoic acid, butyl ester (3.86%); cyclodecane
(814%); 2-butanone, 3-hydroxy (10.60%); disulfide, dimethyl (1.01%); and pyrazine-2,5-

dimethyl (5.86%). Although individual or mixes of synthetic compounds were not tested

among the pathogenic fungi, some of them were similar to the VOCs detected in other

bacteria with inhibitory activity against pathogenic fungi [27].
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Table 4. VOCs produced by K. cowanii Ch1 detected by HS-SPME-GC-MS.

Retention Relative . Retention Relative .
. Chemical . Peak Chemical
Compounds Time Peak Compounds Time
i Classes ) Area Classes
(min) Area (%) (min)
(%)

Ethyl ether 4463 1.21 Esters 1-Hexanol, 2-ethyl-  39.375 2.53 Alcohols
Methanethiol 4.698 0.72 Alcohols Benzaldehyde 40.274 1.04 Aldehydes
Acetaldehyde 4.849 3.81 Aldehydes 1-Octanol 42284 174 Alcohols

Acetone 6.167 0.87 Ketones 2-Undecanone 44.321 0.70 Ketones
. Other
Butanal 7595 0.26 Aldehydes 2-Acetylthiazole 45495 0.53
compounds
Ethyl Acetate 8.016 0.23 Esters Acetophenone 45729 0.68 Ketones
Pyrazine,
2-Butanone 8.316 0.84 Ketones 2,5-dimethyl-3-(3- 46.712 0.80 Pyrazine
methylbutyl)-
Aceti id, decyl
Butanal, 3-methyl-  9.063 023 Aldehydes ce 'C;‘:'er’ °Y 48542 007 Esters
Ethanol 9.543 540 Alcohols 2-Tridecanol 50.308 0.25 Alcohols
2,3-Butanedione 12.212 215 Ketones Cyclodecane 52.921 814 Hydrocarbons
. Other .
Trichloroethylene 12.835 0.39 2-Tridecanone 57159 0.56 Ketones
compounds
Trichloromethane  14.49 0.40 Other 8-Decen-t-o, 5832 065 Alcohols
compounds acetate, (Z)-
Toluene 15.234 0.36 Hydrocarbons Benzyl Alcohol 60125 0.54 Alcohols
Disulfide, dimethyl ~ 16.873 101 Other  Butanoicacid,butyl o5 195 56 Esters
compounds ester
Propanoic
acid, 2-methyl-,
Other 2,2-dimethyl-1-
p-Xylene 21.054 0.16 compounds (2-hydroxy-i- 63.338 1.89 Esters
methylethyl)propyl
ester
1-Butanol 2178 174 Alcohols Phenylethyl Alcohol  63.772 166 Alcohols
Ethanol, 23334 032 Alcohols Ethanol, 68499 036 Alcohols
2-methoxy- 2,2'-oxybis-
2-Heptanone  24.018 010 Ketones 2-Propenal, 7317 035  Aldehydes
3-phenyl-
L Other

1,3-Diazine 24.974 0.50 2-Nonadecanone 74.715 0.50 Ketones

compounds

1-But |

utanos 25263 4388 Alcohols Octanoic Acid 76241 059 Acids
3-methyl-
. . . . Other
Pyrazine, methyl- 27.934 1.06 Pyrazine Triacetin 76.669 0.60
compounds
2-Butanone,
29.238 10.60 Ketones Cyclododecane 78.05 0.36 Hydrocarbons
3-hydroxy-
2-Propanone, 2,4,79-Tetramethyl-
1-hydroxy- 29.823 0.23 Ketones 5-decyn-4.7-diol 78.381 110 Alcohols
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Relative

Retention Relative . Retention .
N Chemical N Peak Chemical
Compounds Time Peak Compounds Time
. Classes . Area Classes
(min) Area (%) (min)
(%)
Benzoic acid,
Pyrazine, . 4-tert-butyl-,
2 5-dimethyl- 30.922 5.86 Pyrazine 3,5-dichloro-4- 79.344 0.23 Esters
pyridyl ester
Pyrazine Benzoic acid,
v ’ ’ 31.233 0.25 Pyrazine 2-amino-, methyl 83.028 0.27 Esters
2,6-dimethyl-
ester
1-Hexanol 32.78 0.33 Alcohols Cyclododecene 84.094 0.30 Hydrocarbons
h Methyl 8- hyl-
Dimethyl trisulfide 33755 016 Other ethyl8-methyl- g 440 024 Esters
compounds nonanoate
Pyrazine, 2-ethyl- 5, 554 011 Pyrazine ~ exanedioicacid, oo o 35 Esters
6-methyl- dibutyl ester
Pyrazine, 2-ethyl- - 5, 469 0.0 Pyrazine ~ Dedecanoicacid - gop0) 08 Acids
5-methyl- 3-hydroxy-
. Other
2-Nonanone 34.981 1.00 Ketones Diethyl Phthalate 88.447 1.39
compounds
Pyrazine,
2-methyl-5-(1- 35.581 013 Pyrazine Indole 90111 015 Aromatics
methylethyl)-
Pyrazine, 3-ethyl- ) Other
2,5-dimethyl- 37.046 1.28 Pyrazine Homosalate 92 3.09 compounds
. . Phthalic acid, hex-
Octanoicacid, 7 0.43 Esters 2-yn-4-ylisobutyl 95051  0.89 Other
ethyl ester compounds
ester
Pyrazine,
2-ethenyl-6- 38.835 0.09 Pyrazine
methyl-
4. DISCUSSION

The Kosakonia genus possess a versatile metabolic ability to colonize different
ecological niches with diverse beneficial or detrimental effects [2-10,13,28]. Thus,
environmental persistence through all of these abiotic stress tolerance features, such as
the ability to grow in a wide range of temperatures, pH values, and salt concentrations
[11], makes it possible to explain why Kosakonia was detected in chili powder [29]. The
research approach developed in this study enabled the isolation and characterization of
a new strain of nonpathogenic K. cowanii Ch1, at least for serrano pepper (Capsicum
annuum L.), with an important metabolic ability to inhibit mycelial growth in pathogenic
fungi through the production during fermentation of volatile organic compounds (VOCs).

According to the genome sequencing and phylogenetic analysis, K. cowanii Ch1

appeared to be the closest to K. cowanii JCM 10956, a human pathogen isolated from
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human blood [2], and in the same clade as the phytopathogenic K. cowanii Pa82 [5]. K.
cowanii JCM 10956 has two plasmid and virulence-related genes with a type lll secretion
system [2]. Interestingly, plasmid pCh1 has a 49% of similarity with plasmid p888-76-1
of K. cowanii JCM 10956 strain [2] and 46% of similarity with plasmid Wem22 identified
in K. cowanii SMBL-WEM22 strain isolated from seawater in Hong Kong [30]. On the
other hand, K. cowanii Pa82 has three plasmid and virulence-related genes with a type VI
secretion system. In fact, in the K. cowanii Pa82 strain, the mutation of the vgrG gene, which
encodes one of the type VI secretion system components, was functionally validated as
a virulence factor causing patchouli bacterial wilt [5]. In Gram-negative bacteria, the type
VI secretion system participates in diverse functions, including virulence, antibacterial
activity, and metalion uptake, conferring advantages during bacterial colonization [31]. On
the other hand, genome sequencing revealed that K. cowanii Ch1 has virulence-related
genes of invasion, such as flagellar component genes, but not for secretion systems nor
for vir/avr genes (Table 3), which might explain the absence of infection symptoms in the
leaves and fruits of the serrano pepper (Capsicum annuum L.) when the pathogenicity
test was carried out. However, the colonization of serrano pepper seeds by K. cowanii
Ch1 may lead to an important route for the spread of the bacterium and is likely related
to the presence of K. cowanii in chili powder [29]; future investigation may reveal these
chemotaxis mechanisms. Additionally, complete genome sequencing of K. cowanii Ch1
revealed the presence of antimicrobial resistance genes (Table 2), which are likely related
to the resistance mechanisms of the B-lactam, erythromycin, clindamycin, and vancomycin
antibiotics tested; thus, the potential public health risks for this bacterial strain must be
evaluated due to its presence in chili powder. Therefore, the genomic information of K.
cowanii Ch1 will be important for clarifying and understanding the evolution of metabolic
versatility of the Kosakonia genus.

In recent decades, the increasing use of bacterial inoculants for plant growth
promotion and biocontrol of phytopathogenic microorganisms has allowed for the isolation
and characterization of the Kosakonia genus. Thus, for example, K. pseudosacchari TL8
and K. pseudosacchari TL13 have been characterized with antimicrobial activity against
phytopathogens, such as Botrytis spp. and Phytophthora spp., as well as with multiple
plant growth promotion activities and abiotic tolerance traits [11]. In a different study,
K. cowanii B-6-1 [12] was isolated from tomato, and characterization showed biocontrol
activity against F. verticillioides, A. tenuissima, and B. cinerea. However, in these studies, the
production and identification of VOCs as biocontrols of these fungi were not conducted.

Recent studies have demonstrated the potential of VOCs during plant and

post-harvest disease control caused by pathogenic microorganisms [28,32]. Diverse
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compounds of different chemical classes of VOCs, such as alkenes, alcohols, ketones,
organic acids, terpenes, benzenoids, and pyrazines, have been characterized, and based
on their physical-chemical properties it has been established that they may affect cell
walls and membranes through the downregulation of gene expression related to cell
membrane fluidity, wall integrity, energy metabolism, and the production of cell wall-
degrading enzymes, as well as alteration in the redox balance [32]. Therefore, in this
study, the discovery of the K. cowaniii Ch1 strain with capability of biocontrol in vitro of A.
alternata and S. rolfsii, likely due to VOC production, provides an additional mechanism for
Kosakonia genus biocontrol activity. Of the 67 potential VOCs identified, nine compounds
(dodecanoic acid, 3-hydroxy; ethanol; 1-butanol-3-methyl; acetaldehyde; butanoic acid,
butyl ester; cyclodecane; 2-butanone, 3-hydroxy; disulfide, dimethyl; and pyrazine-2,5-
dimethyl) were the most abundant compounds. Interestingly, these compounds have
been detected in other bacteria with antifungal or antibacterial effects [28,32]; however,
cyclodecane is not listed in the mVOC 2.0 Database [33]. Nevertheless, the variation,
concentration, and antifungal effects of VOCs produced by each bacterial strain reported
are specific, probably due to microbial growth conditions, nutritional requirements, genetics
features, and mechanisms, with multiple modes of action against specific pathogenic
microorganisms. Therefore, the mycelial growth inhibitory effects on A. alternata and S.
rolfsii, but not F. oxysporum, cannot be easily explained through the effects of a single
compound from a heterogeneous mix of VOCs.

The production of 2-butanone, 3-hydroxy (acetoin), for example, showed
the highest relative peak area in K. cowaniii Ch1l. According with genome analysis in
K. cowanii Chi, the presence of acetolactate decarboxylase could be an important
metabolic route to obtain acetoin and further transformed by reversible reduction into
2, 3-butanediol by 2,3-butanediol dehydrogenase, also present in the genome. Also,
production of 2,3-butanedione detected in K. cowanii Ch1 (Table 4) from nonenzymatic
oxidative decarboxylation of acetolactate and converted to acetoin and 2,3-butanediol
by 2,3-butanediol dehydrogenase could be important. Acetoin compound has been
detected in some bacteria, such as the Bacillus and Paenibacillus genera, affecting
mycelial growth and spore germination inhibition against diverse fungal strains [28].
Furthermore, the Enterobacteriaceae family commonly produces acetoin from pyruvate
during the fermentation of glucose or other carbon sources through the Embden-
Meyerhof (EM) pathway [34] and has garnered attention because they function as signal
molecules in plants, promoting growth, drought tolerance, and defense against pathogens

[35-37]. Additionally, it has been suggested that the acetoin pathway is related to plant
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colonization of pathogenic microorganisms and as pheromones to attract a wide variety
of insects [34]. On the one hand, the alcohol class detected in K. cowanii Chi, such
as ethanol and 1-butanol-3-methyl, with high relative peak areas, are also commonly
produced during fermentation in the Enterobacteriaceae family and have been previously
detected as components of VOCs in bacterial and fungal strains with antifungal activity
[28]. The presence of aldehyde dehydrogenase and alcohol dehydrogenase enzymes
in the genome of K. cowanii Ch1 represent an important key to convert the precursor
acetyl-CoA to ethanol via acetaldehyde route during ethanol fermentation in an anaerobic
environment. Also, butanal (butyraldehyde) route was detected in K. cowanii Ch1 genome
and might lead to obtaining butanol [34]. Pyrazine-2,5-dimethyl is another VOC found in
K. cowanii Ch1 with a high relative peak area and has been reported in diverse bacterial
species. According to the genome analysis, this is synthetized probably through a
threonine pathway to convert the precursor amino acetoacetate. Also, this compound
can significantly inhibit the growth of plant pathogens such as Magnaporthe oryzae,
Phytophthora capsici, and A. solani [32]. On the other hand, it has been reported that
Pseudomonas, Serratia, Bacillus, and Stenotrophomonas produce disulfide, dimethyl as
the most abundant compound in their VOC mixtures, with the ability to control the growth
of a wide range of plant pathogens [38], and in our case was produced and detected in
K. cowanii Ch1. In addition, disulfide, dimethyl improves the growth of plants and induces
systemic resistance against plant pathogens [38]. In general, additional VOCs were
produced, although with lower abundance, such as acids, alcohols, aldehydes, esters,
hydrocarbons, ketones, organochlorines, aromatics, thioethers, and pyrazines, which have
been reported to have antifungal activity according to the mVOC 2.0 Database [33].

In vitro experiments confirmed that K. cowanii Ch1 has antifungal activity against
A. alternata and S. rolfsii, but not against F. oxysporum, probably due to VOCs produced
with multiple routes of cell affectation, which accords with the diverse literature
demonstrating the potential of VOCs against diverse pathogenic microorganisms.
However, we did not perform single compound evaluations, since several reports had
evaluated in vitro and in vivo single VOCs with different results, including use limitations
on field crops and toxic effects in plants and animals [28,32]. Therefore, additional
experiments are required to demonstrate the potential ecological role of K. cowanii Ch1
on plant responses against phytopathogenic microorganisms that accord with some of
the VOCs detected in our analysis.

In conclusion, the genome sequencing of K cowanii Ch1 open the possibility to

further exploring important metabolic pathways related to VOC production and microbial
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responses. Additionally, the finding that K. cowanii Ch1 may spread through chili seeds but
cause no infection in fruits and leaves of Capsicum annuum L., likely due to the absence of
virulence-related genes of the secretion system, opens up the possibility that this bacterial
strain can be used as an excellent candidate for the development of biocontrol agents.
However, further studies are still needed to understand the role of the VOCs produced by
K. cowanii Ch1on pathogenic microorganisms and plant responses, as well as an antibiotic

resistance analysis for biosafety during potential applications as a biocontrol.
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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue
evaluar la concentracion de metales pesados
y la poblacion fungica en aguas y suelos de
tierras agricolas. En el analisis de las muestras
por Espectrofotometria de  Absorcion
Atomica, se observd que la concentracion
de los metales estudiados estaba en el
rango normal, siendo el estroncio el que se
encontré en mayor concentracion. Se aislaron
13 especies diferentes de hongos, 3 micelios
estériles, un actinomiceto y 3 colonias no
identificadas, sumando un total de 47 colonias,
encontrandose en mayor proporcion las
especies de Aspergillus sp. 1y 2,y en menor
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proporcion, las especies de Cladosporium sp., Drechslera sp., Graphium sp., mientras que
el resto de las especies se presentaron de manera intermedia.

PALABRAS CLAVE: metales pesados; hongos contaminantes; aguas; suelos; tierras
agricolas.

MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF WATER AND SOIL FROM AGRICULTURAL LAND

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the concentration of heavy metals
and the fungal population in waters and soils of agricultural lands. In the analysis of the
samples by Atomic Absorption Spectrophotometry, it was observed that the concentration
of the metals studied was in the normal range, with strontium being the one found in
the highest concentration. 13 different species of fungi were isolated, 3 sterile mycelia,
one actinomycete and 3 unidentified colonies, adding up to a total of 47 colonies, with
Aspergillus sp., 1 and 2 species found in a greater proportion, and to a lesser extent the
species of Cladosporium sp., Drechslera sp., Graphium sp., while the rest of the species
were presented intermediately.

KEYWORDS: heavy metals; contaminating fungi; waters; soils; agricultural lands.

1. INTRODUCCION

El suelo, enlace entre factores bioticos y abidticos, es esencial para la vida como
lo es el aire y el agua. Ademas de la sustentabilidad que ofrece a multitud de especies
vegetales, animales e incluso microbianas, tiene un papel indispensable en todas las
actividades humanas como la agricultura y la mineria. Su evidente importancia pasa a
veces desapercibida, y a través del tiempo ha sido utilizado como almacén de toda clase
de residuos, que no solo provocan una alteracion del mismo, sino que también pueden
ser un riesgo para la salud (Konradt et al., 2023). La mineria es una de las actividades
antropogénicas que mas ha contribuido a la contaminacion de suelos, de ella se obtiene
una amplia gama de metales utilizados para muiltiples fines como el cobre (Cu) en la
conduccidn de electricidad, el oro (Au) y la plata (Ag) en la elaboraciéon de joyeria o el
arsénico (As) en la fabricacion de aleaciones (Camacho de la Cruz et al., 2021). Durante
todas las fases que encierra la mineria, se generan alteraciones al medio ambiente (suelo,
aire, aguas superficiales y subterraneas) debido a metales pesados como cadmio (Cd),
cromo (Cr), niguel (Ni), plomo (Pb), zinc (Zn) (Acosta-Rodriguez y cols., 2012). En el beneficio
se generan residuos sélidos conocidos en el ambiente minero como jales y terreros
que bajo condiciones no controladas pueden producir contaminacion por elementos
potencialmente toxicos. Ortiz-Monasterio y cols. (1987) los incluyen en la categoria de
“Desechos Industriales Peligrosos”. Los factores ambientales como la lluvia y el viento son
también responsables de la dispersion de los metales desde las presas de jales y terreros,
contaminando suelos aledafios denominados suelos impactados por residuos mineros,

que resultan ser un riesgo para la salud (Camacho de la Cruz et al., 2021).
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Recientemente, esta bien establecido el potencial de adaptacion de algunos
microorganismos en zonas contaminadas con metales pesados, y el uso de su biomasa
vivay/o muerta paratratar de eliminarlos de los diferentes nichos acuaticos contaminados.
Por razones economicas, resultan de particular interés los tipos de biomasa abundante,
como los desechos generados por fermentaciones industriales de gran escala o de
ciertas algas que enlazan metales y se encuentran en grandes cantidad en el mar.
Algunos de estos tipos de biomasa que absorben metales en cantidades elevadas, sirven
como base para procesos de bioabsorcion de metales, previendo su uso particular como
medios muy competitivos para la destoxificacion de efluentes industriales que contienen
metales y para la recuperacion de metales preciosos (Jeyakumatr et al., 2023). En la
literatura se ha reportado el aislamiento de microorganismos resistentes a metales
pesados como: Cryptococcus albidus aislada de zonas mineras de Guanajuato resistente
aplata (Mendozay cols., 1994); Thiobacillus ferrooxidans a partir de suelos ricos en azufre
(Espejo y Romero, 1987) o resistentes a altas concentraciones de arsénico (Orrantia y
cols., 1995; Aspergillus flavus tolerantes a metales pesados (Diaz y cols., 2002); hongos
contaminantes tolerantes a plomo (Robles Galvan, 1996) y la acumulacion de metales
pesados por macromicetos comestibles (Alonso y cols., 2004).

También, se ha estudiado el aislamiento de microorganismos tolerantes y
su capacidad de degradacion, a partir de sitios contaminados con el mismo, como
las bacterias Rhodococcus aetherivorans y E. wratislaviensis (Auffret et al., 2009), y
Pseudomonas aeruginosa (Emtiazi et al., 2005), las levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Candida albicans (llori et. al., 2008), y los hongos filamentosos Penicillium sp y Aspergillus
sp (Rivera-Cruz et al., 2002) y Trichoderma asperellum (Husaini et al., 2008).

Por otro lado, la comunidad de San Vicente Moctezuma, San Luis Potosi, cosecha
alfalfa, chile ancho y cascabel, ademas de tomate, y debido al uso indiscriminado de
fertilizantes, se ha sugerido que pudiera estar contaminado con metales pesados, dando
como consecuencia una menor produccion de los productos antes mencionados, ademas
del potencial de intoxicacion en los humanos, debido al consumo de los mismos, asi
como cambiar la flora del agua y suelo, al desarrollar una tolerancia y/o resistencia a los
metales contaminantes. Por lo que es de interés realizar un analisis de metales pesados

y microbiolégicos de estas tierras para ver si hay contaminacion por diferentes agentes.

2. MATERIALES Y METODOS
21. MUESTRAS

Se tomaron muestras de suelo y agua del rancho “La Esmeralda” de la comunidad

de San Vicente Moctezuma, San Luis Potosi, en recipientes estériles, se guardaron en
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hielera, se transportaron al Laboratorio de Micologia Experimental de la FCQ/UASLP, y

se guardaron a 4°C hasta su uso.

2.2. ANALISIS DE METALES PESADOS

La determinacion de metales pesados de las muestras se realizd por

Espectrofotometria de absorcion atémica.

2.3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS HONGOS
2.3.1. Cultivo de microorganismos

Se peso 1g de cada una de las muestras colectadas (aguas y tierra) y se coloco en
tubos de ensaye (20 mm X 100 mm) que contenian 15 mL de caldo nutritivo. Posteriormente,
se incubaron a 28°C por 30 dias. Los tubos que mostraron desarrollo de hongos se

resembraron en medios solidos para la segregacion y aislamiento de las especies.

2.3.2. Aislamiento

Se preparo 1 litro de agar Saboraud Dextrosa (ASD) y se vacié en cajas de Petri
estériles, y éstas se inocularon por picadura con un asa micoldgica con los hongos que
crecieron en el caldo nutritivo. Se incubaron a 28°C bajo condiciones de aerobiosis,
observandose crecimiento ala semana en algunas colonias y a las dos semanas en otras.
Una vez separadas, las colonias se resembraron en tubos de ensaye (20 mm X100 mm)
con Agar Papa Dextrosa (APD) en pico de flauta por duplicado, con el fin de preservar los

hongos y facilitar su manipulacion.

2.3.3. Identificacion

La identificacion se realizd a partir de los cultivos puros previamente obtenidos,
realizando observaciones directas al microscopio optico, utilizando el colorante azul
algodon lactofenol para resaltar las estructuras vegetativas y reproductoras. En aquellas
colonias en las que solo se observd micelio estéril, fue necesario montar la técnica de
microcultivo de Riedell, con medio ADP preparandose laminillas semipermanentes para
su observacion al microscopio. En algunos microcultivos no se logro el crecimiento de los
hongos, por lo que se probod otro medio para su desarrollo como el agar avena/jitomate.
La identificacion se realizé empleando diversas fuentes bibliograficas (Koneman, 1987;
Lopez- Martinez y cols., 2004). También se realizé un analisis de la macromorfologia

colonial y las caracteristicas generales de la colonia (tamano, color, apariencia), de las
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hifas y de las estructuras reproductoras para la determinacién de géneros y especies

(L6pez -Martinez y cols., 2004).

Los criterios mas importantes respecto a la macromorfologia colonial fueron:

Tiempo de crecimiento. Varia entre 24 h a 3 semanas o mas dependiendo del

hongo en estudio.

Aspecto: puede ser aterciopelado, pulverulento, algodonoso, rugoso, plegado,

cerebriforme, para la mayoria de los hongos filamentosos, o cremosa en el caso

de hongos levaduriformes.

Consistencia: dura, membranosa, blanda o suave, entre otras.

Pigmentacion: el color de la colonia depende del pigmento del micelio o de los

propagulos. El reverso de la colonia puede presentar pigmento difusible al medio.

En cuanto a la micromorfologia los criterios seguidos fueron:

e Tipo de micelio.

e Estructuras de reproduccion.

3. RESULTADOS

En el analisis de las muestras por Espectrofotometria de Absorcién Atémica,

se observo que la concentracion de los metales estudiados estaba en el rango normal,

siendo el estroncio el que se encontré en mayor concentracion (Tabla No. 1).

Tabla No. 1.- Parametros y metales pesados analizados en las muestras estudiadas.

DQO 10.3 NMX-030-SCFIN2001
NITRATOS 279 SM-4500-NO_-D
NITRITOS <0.023 NMX-AA-099-SCFI-2006

FLUOR 0.95 NMX-AA-077-SCFI-2001
Al <0.03 EPA 200.7
As <0.03 EPA 200.7
B 0.319 EPA 200.7
Ba 0.049 EPA 200.7
Cd <0.03 EPA 200.7
Cr <0.03 EPA 200.7
Cu <0.03 EPA 200.7
Mn <0.03 EPA 200.7
Ni <0.03 EPA 200.7
Pb <0.03 EPA 200.7
Sb <0.03 EPA 200.7
Se <0.03 EPA 200.7
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Sn <0.03 EPA 200.7
Sr 1.508 EPA 200.7
Zn <0.03 EPA 2007

3.1. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Con el fin de seleccionar hongos tolerantes a metales, se realizd un analisis
micoldgico usando las muestras de agua y suelo. Se aislaron 13 especies distintas de
hongos, 3 micelios estériles, un actinomiceto y 3 colonias no identificadas, sumando un
total de 47 colonias. En las siguientes fotografias, se observan algunas de las especies
aisladas, encontrandose en mayor proporcion las especies de Aspergillus sp. 1y sp. 2y
en menor las especies de Cladosporium sp., Drechslera sp., y Penicillium sp., 1, el resto de

las especies se presentaron de manera intermedia.

Resistencia en placa de A. fumigatus a 200 y 500 ppm de Pb.
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Morfologia microscopica de A. fumigatus. Control (a), con 200 y 500 ppm de Pb (b) y 200 y 500 ppm de Cu (c)
(40X).

200 ppm 500 ppm

200 ppm 500 ppm
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Morfologia microscopica de Penicillium spi. Control (a), con 200 y 500 ppm de As (b) y 200 y 500 ppm de Pb (c)
(40X).

200 ppm 500 ppm

200 ppm 500 ppm

200 ppm 500 ppm
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4. CONCLUSIONES

Las muestras de agua y suelo analizadas mostraron una concentracion normal de
los metales pesados estudiados, ademas, se encontraron diferentes hongos, los cuales

presentan diferentes resistencias a metales pesados.
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urbanos para la adsorcion y/o recuperacion de metales pesados de efluentes industriales
contaminados, entre los que se encuentran cascaras y semillas de diferentes frutos, con
resultados satisfactorios, por lo que el objetivo de este trabajo, fue analizar la remocion
y/o reduccion de Cromo (VI), por diferentes biomasas naturales (Naranja, Tamarindo,
Mandarina, Litchi, Limon, Mamey y Meldn) determinando la concentracion de Cr (VI) en
solucion, por el método colorimétrico de la Difenilcarbazida, el Cr (lll) por Cromazurol
S y el Cr total por Espectrofotometria de Absorcion Atomica, encontrando que todas
las biomasas analizadas remueven eficientemente 1 g del metal a un pH de 1.0 y 60°C,
ademas eliminan el metal de tierra contaminada con 297 mg de cromo (VI)/g tierra, y éste
se puede desorber de la biomasa lo cual representa otra gran ventaja para su utilizacion.
PALABRAS CLAVE: cromo (VI); eliminacidon; biomasas naturales; contaminacion;
biorremediacion.

REMOVAL OF HEXAVALENT CHROMIUM [CR(VI)] FROM AQUEOUS SOLUTION
USING DIFFERENT NATURAL BIOMASSES

ABSTRACT: Recently, microorganisms and low-cost materials —such as industrial,
agricultural, or urban waste (including fruit peels and seeds) —have been used to adsorb
and/or recover heavy metals from contaminated industrial effluents with satisfactory
results. Therefore, the objective of this study was to analyze the removal and/or reduction
of Chromium (VI) using different natural biomasses (orange, tamarind, mandarin, lychee,
lemon, mamey, and melon). Chromium (V1) concentrations in solution were determined
using the diphenylcarbazide colorimetric method, Chromium (lll) using Chromazurol
S, and total Chromium via atomic absorption spectrophotometry. The results showed
that all analyzed biomasses efficiently removed 1 g of the metal at pH 1.0 and 60°C,
and also removal the metal from soil contaminated with 297 mg of Cr(VI)/ gram of soil;
furthermore, the metal could be desorbed from the biomass, representing another
significant advantage for its application.

KEYWORDS: chromium (VI); elimination; biomasses; natural; contamination;
biorremediatoon.

1. INTRODUCCION

El cromo es un elemento esencial para hombres y animales, aunque niveles
elevados de este metal (15 mg en agua de rios y 010 mg /L en agua potable) resultan
toxicos en los seres vivos. Particularmente, el Cromo (VI) tiene efectos carcinogénicos en
animales y mutagénicos en humanos y bacterias. En las aguas residuals, este metal se
encuentra en solucién como CrO 2, el cual puede eliminarse por reduccion, precipitacion
quimica, adsorcion e intercambio ionico. El proceso mas utilizado es la adicion de un
agente reductor que convierta el Cromo (V1) a Cromo (lll), y posteriormente se le precipita
con soluciones basicas a Cr (OH)a. Recientemente, se ha analizado el uso de metodologias

alternativas para la adsorcion y absorcion de metales pesados, asi como la reduccién de
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Cromo (V1) a Cromo (lll) por algunos microorganismos, como: Pseudomonas sp. (Maclean
et al. 2001), Pseudomonas putida (Park et al, 2000), Acidithiobacillus ferrooxidans
(Allegretti et al., 2006), Arthrobacter rhombi (Elangovan et al., 2009), Candida maltosa
(Ramirez-Ramirez et al., 2004), Penicillium sp. y Aspergillus sp. (Acevedo et al., 2006),
que son bacterias, levaduras y hongos, asi como la bioadsorcion del mismo por biomasas
fungicas como: Cryptococcus neoformans y Helmintosporium sp. (Acosta et al., 2004),
Aspergillus niger (Park et al., 2005), Rhizopus arrhizus (Sag et al. 2002) Mucor hiemalis
(Tewari et al., 2005), Aspergillus niger (Khambhaty et. al., 2009), Paecilomyces sp (Acosta
et al, 2010) y diferentes especies de Penicillium (Acosta et. al., 2024).

Se han utilizado materiales de bajo costo, como residuos industriales agricolas
o urbanos para la adsorcion y/o recuperacion de metales pesados de efluentes
industriales contaminados, entre los que se encuentran las biomasas de: cascara y
semillas de Manzana, (Sarin et al, 2006), cascaras de Avellana (Cimino et al., 2000),
Naranja (Pérez et al., 2007), Tamarindo (Popuri et. al., 2007; Acosta et. al., 2010), cana
azucar (Saccharum officinarum) (Aranda-Gonzélez et al., 2024) y de cacahuate (Arachys
hypogaea) (Rodriguez-Pérez et. al., 2025). Ademas, se hareportado que algunas de estas
biomasas pueden reducir el Cromo (VI) a cromo (lll), como la biomasa de Kombucha
(hongo del Te) (Razmovski et al, 2008), Mezquite (Aldrich et. al., 2003), corteza de
Eucalipto (Sarin et al, 2006), bauxita calcinada (Baral, et. al,, 2007), residuos de rosas
rojas (Shafqgat, et. al, 2008), corteza de Yohimbina (Fiol et. al, 2008), cascara de Litchi
(Martinez et. al., 2010). Por lo anterior, es de gran interés analizar otros materiales de facil
obtencion para tratar de eliminar y/o reducir el metal de aguas y suelos contaminados
con el mismo metal. El objetivo de este trabajo fue determinar la remocion de Cromo
(V1) en solucién acuosa por las biomasas de las cascaras de Limén, Naranja, Mandarina,

Melon, Litchi, Tamarindo y Mamey.

2. MATERIALES Y METODOS
21. OBTENCION DE LAS BIOMASAS CELULARES

Para la obtencion de las biomasa, las cascaras (obtenidas a partir de los frutos
recolectados entre los meses de junio-septiembre de 2025, del mercado Republica de
la ciudad capital), se cortan en piezas pequefas, lavando exhaustivamente con agua
tridesionizada, para remover el polvo y los componentes adheridos, se secaron a 60°C/24
h y se molieron hasta la obtencion de un polvo fino, utilizando diferentes concentraciones

de estas biomasas estériles, para los estudios descritos a continuacion.
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2.2. ESTUDIOS DE REMOCION

Para los estudios de remocién y reduccion, se trabajo con 100 mL de una solucién
de 100 mg/L de Cr (VI) obtenida por dilucién de una solucion patron de 1.0 g/L preparada
en agua tridesionizada a partir de K,Cr,0O.. Se ajusto el pH de la dilucién a analizar con
H,SO, 1M y/o NaOH 1M, antes de adicionarla a la biomasa celular. Se mezcl6 1.0 g de las
diferentes cascaras a analizar (previamente esterilizada a 15 libras y 120°C, en matraces
Erlenmeyer de 250 mL), con 100 mL de una solucién de diferentes concentraciones del
metal, incubando con agitacion constante a 100 rpm a 28°C, tomando a diferentes tiempos
y en condiciones estériles, alicuotas de 5 mL cada una, las cuales se centrifugaron a
3000 rpm (5 min), y al sobrenadante respectivo se le determind la concentracién de Cr
(VI) en solucion, utilizando el método colorimétrico de la Difenilcarbazida (desarrollo de
coloraciénrosavioleta, el Cr (lll) por el del Cromazurol Sy el Cr total por Espectrofotometria

de Absorcién Atomica. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

2.3. BIORREMEDIACION

En 14 matraces Erlenmeyer de 250 mL fueron colocados 5 g de las siguientes
biomasas de cascara de Tamarindo, Naranja, Litchii, Mandarina, Mamey, Melon y
Limon, respectivamente, después se les agregaron 20 g de tierra contaminada con
aproximadamente 297 mg Cr (VI)/g de tierra, obtenida de una tina de lavado de una
cromadora de Celaya, Gto., y fueron aforados con agua tridesionizada a volumen final
de 100 mL. La mezcla de tierra contaminada y las diferentes biomasas se incubaron a
28°C con agitacion constante (100 rpm), y cada 24 h, se tomaron alicuotas de 5.0 mL,

determinandoles la concentracion de Cr (V1) en el sobrenadante.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las biomasas analizadas remueven eficientemente el Cromo VI a pH=1.0 y 28°C,
siendo la mas eficaz la cascara de Litchi, pues a los 5 min remueve el 100% del metal,
seguida de la de Mamey y Tamarindo (25 y 30 min, respectivamente) (Figura 1). Con
respecto a la temperatura, la mayor remocién a 60 °C fue con la cascara de Litchii, pues
elimina 1.0 g/L de Cr Vl alos 35 minutos (Figura 2), mientras que a 28°C, lo elimina a
los 90 minutos (Figura 3). Ademas, todas las biomasas estudiadas reducen el metal en
solucidn, con gran eficiencia a diferentes tiempos de incubacion (Figura 4). Por otro lado,
todas las biomasas remueven y reducen el metal a partir de tierra contaminada con 297
mg/g de tierra, en porcentajes del 92 al 100% (Figura 5). Finalmente las biomasas son

capaces de desorber el metal al cambiar el pH (Figura 6).
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Figura 1.- Remocion de Cr VI por diferentes biomasas utilizando 1 g de biomasa con una solucion de 50 mg/L Cr VI
a 100 rpm. pH 1.0. 28°C.
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Figura 2.- Remocion de 1 g/L de Cr VI por diferentes biomasas a 60°C, pH=1a 100 rpm utilizando 1 g de biomasa.
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Figura 3.- Remocion de 1g/L de Cr VI por diferentes biomasas a 28°C, pH=1a 100 rpm utilizando 1 g de biomasa.
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Figura 4.- Reduccion de 1g/L de Cr VI por diferentes biomasas 28°C, pH=1 utilizando 1 g de biomasa a 100 rpm.
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Figura 5.-Bioremediacion de tierra contaminada con 297 mg/g de Cr VI/ g de tierra. 28°C. 100 rpm. 20 g de tierra
contaminada. 5 g de biomasa. 6 dias de incubacion.
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Figura 6.- Desorcién de 250 mg/L de Cr VI durante 7 dias de incubacion utilizando NaOH 1 N a 28°C y 1g de
biomasa a 100 rpm.
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4. CONCLUSIONES

Las biomasas de las diferentes cascaras analizadas, remueven eficientemente
el Cromo (VI) en solucion, por lo que pueden utilizarse para eliminar el metal presente
en sitios contaminados como aguas residuales industriales, pues presentan una mayor
capacidad a otras biomasas reportadas en la literatura. La aplicacion de estas tecnologias
para la remocion de metales pesados en solucion, asi como para la purificacion de aguas
residuales presenta un gran potencial, pues las biomasas son naturales, se pueden
obtener en grandes cantidades, son econdmicas, y pueden remover selectivamente

diferentes iones metalicos de soluciones acuosas (Kratochvil y Volesky, 1998).
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RESUMEN: La contaminacion por colorantes
sintéticos constituye un importante problema
ambiental en cuerpos de agua afectados
por las descargas de la industria textil. El
azocolorante Rojo Basico 46 (RB46) destaca
por su elevada persistencia y toxicidad.
El uso de microorganismos surge como
una opcién prometedora para la remocion
de estos contaminantes. En este trabajo
se evalud la capacidad de Trichoderma
asperellum para remover RB46 en solucion
acuosa y se analizd su comportamiento de
crecimiento durante el proceso. La cepa de
T. asperellum proporcionada por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en
Zacatepec, Morelos, México, fue utilizada para
preparar un inoculo en extracto de levadura
(EL, 5 g L), incubado durante 24 h a 28 °C.
Posteriormente, se evalué el crecimiento
del hongo en presencia de RB46 a una
concentracion inicial de 1.2 mM. Se utilizaron
como condiciones de referencia el medio de
cultivo sin microorganismo y T. asperellum
cultivado en el mismo medio sin RB46. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado. La
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cinética de crecimiento se determind mediante conteo directo en camara de Neubauer y
la concentracion residual de RB46 se monitored por espectrofotometria UV-Vis a 523 nm
alas 0, 12, 24, 36 y 48 h. Después de 48 horas, la concentracion del colorante disminuyo
a 0.23 mM, correspondiente a una remocién aproximada de 81%. Entre las 12 h y 36 h,
dicha concentracion permanecio constante, lo que sugiere un periodo de adaptacion al
xenobidtico. Durante las primeras 36 h, el RB46 inhibié el crecimiento de T. asperellum;; sin
embargo, a las 48 h se registré una concentracion de 8.4x107 esporas ml*, superando la
obtenida en el medio con extracto de levadura, el cual ya se encontraba en fase de muerte
(4.3x107 esporas ml”). Estos resultados demuestran el alto potencial de T. asperellum para
la biorremediacion de soluciones acuosas contaminadas con RB46.

PALABRAS CLAVE: azocolorante; biodegradacion; lacasas.

REMOVAL OF BASIC RED 46 BY Trichoderma asperellum IN AQUEOUS SOLUTION

ABSTRACT: Synthetic dye pollution constitutes a major environmental problem in
water bodies affected by textile industry discharges. The azo dye Basic Red 46 (RB46)
stands out due to its high persistence and toxicity. The use of microorganisms emerges
as a promising option for the removal of these pollutants. In this work, the capacity of
Trichoderma asperellum to remove RB46 in aqueous solution was evaluated, and its
growth behavior during the process was analyzed. The T. asperellum strain, provided by
the National Institute of Forestry, Agricultural, and Livestock Research (INIFAP), located
in Zacatepec, Morelos, Mexico, was used to prepare an inoculum in yeast extract (YE,5 g
L), which was incubated for 24 h at 28 °C. Subsequently, fungal growth was evaluated in
the presence of RB46 at an initial concentration of 1.2 mM. A culture medium without the
microorganism and T. asperellum cultured in the same medium without RB46 were used
as reference conditions. All assays were performed in triplicate. Growth kinetics were
determined by direct counting in a Neubauer chamber, and the residual concentration of
RB46 was monitored by UV-Vis spectrophotometry at 523 nm at 0, 12, 24, 36, and 48 h.
After 48 hours, the dye concentration decreased to 0.23 mM, corresponding to a removal
of approximately 81%. Between 12 and 36 h, the RB46 concentration remained constant,
suggesting a period of adaptation to the xenobiotic. During the first 36 h, RB46 inhibited
the growth of T. asperellum ; however, at 48 h, a concentration of 8.4x107 spores ml™ was
recorded, surpassing that obtained in the medium with yeast extract, which was already in
the death phase (4.3x107 spores ml™). These results demonstrate the high potential of T.
asperellum for the bioremediation of aqueous solutions contaminated with RB46.
KEYWORDS: azo dye; biodegradation; laccases.

1. INTRODUCCION

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) y la
Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA), los colorantes se consideran
contaminantes peligrosos. Debido a que diversos colorantes sintéticos y sus productos

de degradacion presentan efectos carcinogénicos y toxicos, incluso su presencia en
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bajas concentraciones puede ocasionar un impacto ambiental significativo. En este
contexto, resulta necesario desarrollar tecnologias de tratamiento que sean eficientes,
economicamente viables, faciles de implementar y ambientalmente sostenibles. En el
tratamiento de aguas residuales que contienen colorantes se emplean diversos procesos
fisicoquimicos y bioldgicos, entre los que destacan la adsorcion, la precipitacion, la
coagulacion-floculacion, el intercambio idnico, la separacion por membranas, la filtracion,
la oxidacion quimica y la degradacion microbiana (Kumar et al., 2025).

No obstante, estas tecnologias presentan limitaciones importantes, entre ellas
una eficiencia variable, elevados costos de operacion, procedimientos complejos, una
alta generacion de lodos y dificultades para su escalamiento a nivel industrial. Bajo
estas condiciones, la biorremediacion ha surgido como una alternativa prometedora
para el tratamiento de aguas residuales con colorantes, ya que emplea microorganismos
capaces de degradar la estructura quimica de estos compuestos, favoreciendo su
transformacion, degradacion y, en algunos casos, su mineralizacién completa. Entre los
colorantes sintéticos de mayor interés ambiental se encuentra el Rojo Basico 46 (RB46),
cuya elevada estabilidad quimica, toxicidad y persistencia favorecen su permanencia en
los cuerpos de agua, particularmente en aquellos receptores de descargas de la industria
textil (Hernandez-Melchor et al,, 2019).

Trichoderma asperellum es un hongo filamentoso con capacidad para degradar
compuestos organicos complejos mediante la produccion de enzimas ligninoliticas,
como lacasas, peroxidasas y manganeso peroxidasas, las cuales catalizan la oxidacién
de estructuras aromaticas presentes en dichos compuestos. Ademas, produce enzimas
hidroliticas, entre ellas celulasas y quitinasas, que favorecen la descomposicién de materia
organica y su establecimiento en ambientes contaminados (Singh et al., 2023). Asimismo,
se hareportado que T. asperellum es capaz de remover colorantes mediante procesos de
biosorcion sobre su micelio, contribuyendo asi a su decoloracion (Dahliaty et al,, 2025).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficiencia de Trichoderma asperellum

en la remocion del colorante sintético Rojo Basico 46.

2. METODOLOGIA

La cepa de Trichoderma asperellum fue proporcionada por el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Zacatepec,
Morelos, México. Inicialmente, se prepard el indculo de T. asperellum en un medio de
extracto de levadura (5 g L), el cual se mantuvo en incubaciéon durante 24 h a 28 °C.

Las unidades experimentales constaron de matraces Erlenmeyer. A partir del indculo, se
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evalué el crecimiento del hongo en presencia del azocolorante Rojo Basico 46 (RB46)
a una concentracion inicial de 1.2 mM. Se utilizd, como blanco, el medio de extracto de
levadura sin inéculo y se comparo el crecimiento celular bajo dos variantes: con adicion
suplementaria de extracto de levadura (EL) y sin este. Todos los tratamientos se realizaron
por triplicado.

La cinética de crecimiento del hongo se determind mediante conteo directo
en camara de Neubauer. La concentracion residual del RB46 se monitored6 mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 523 nm, retirando previamente la
biomasa en filtros whatmann 12 y utilizando un espectrofotémetro HACH DR 3900. La
concentracion del colorante se calculod a partir de la curva de calibracion descrita por la
ecuacion U.A. = 0.955C + 0.0212, donde U.A. corresponde a las unidades de absorbancia
y C a la concentracion del colorante expresada en mM (R?= 0.9995). Las mediciones se

realizaron a las 0, 12, 24, 36 y 48 h de incubacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra que ambas condiciones presentan comportamientos
diferentes lo que indica que la presencia de extracto de levadura modifica la respuesta
fisiologica de Trichoderma en presencia de RB46. En la condicion de RB46 sin
suplemento de EL, durante las primeras 12 h se observa una fase de adaptacion o
crecimiento vegetativo en la que aun no se induce la esporulacion de forma masiva.
A partir de las 24 h se observa un incremento pronunciado en el numero de esporas
(4.3x107 esporas ml”), seguido de un aumento gradual hasta 5.7x107 esporas ml* a las
36 h y un maximo de 8.4x107 esporas ml" a las 48 h. Este comportamiento sugiere que
el hongo mantiene un proceso continuo y estable de formacién de esporas conforme
avanza el tiempo de cultivo.

Por el contrario, la adicion suplementaria de EL (RB46 con EL) genera una
produccion inicial considerablemente mayor, registrando 2.5x107 esporas ml' desde el
inicio del bioensayo. La esporulacion en esta curva alcanza un maximo cercano a 7.8x107
esporas ml” a las 36 h. Sin embargo, a las 48 h se observa una disminucion drastica hasta
alcanzar las 4.3x107 esporas ml”, lo que indica que el efecto positivo del EL sobre la
produccioén de esporas es transitorio y acelera la entrada a una fase de muerte celular. Asi,
el EL anticipa el proceso de diferenciacion celular, pero propicia condiciones que limitan
la estabilidad de las esporas al final del cultivo, posiblememnte debido al agotamiento

acelerado de nutrientes o a la acumulacion critica de metabolitos secundarios.
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Si el objetivo es maximizar la densidad celular y mantener la viabilidad al término
de las 48 h, los datos demuestran que el sistema con RB46 libre de EL alcanza un
rendimiento superior y sostenido. El patrén de crecimiento doble sigmoide observado
en la curva sin suplemento podria estar asociado con cambios en el metabolismo de T.
asperellum durante la adaptacion a la presencia de RB46.

Figura 1. Cinética de crecimiento de T. asperellum.
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A nivel de remocion, se logroé degradar el 81% del RB46 al término de las 48 h,
alcanzando una concentracion final de 0.23 mM (Figura 2A). En la Figura 2B se observa que
durante las primeras 12 horas, se registrd una disminucion inicial hasta aproximadamente
0.95 mM, equivalente a una reduccioén cercana al 20 %. Posteriormente, entre las 12 y 36
horas, la concentracion permanecio practicamente constante en torno a los 0.92 mM, lo
que coincide con el periodo de estabilizacion y adaptacion metabdlica del hongo frente al
xenobidtico descrita en la cinética celular.

A partir de las 36 h se presentd el cambio mas importante del experimento,
observandose una disminucion abrupta hasta las 48 h. Esta reduccion representa el
mayor pico de actividad del proceso. Una vez que el hongo completd su adaptacion y
alcanzo su maxima densidad en la curva sigmoidea, el sistema incrementé drasticamente
su capacidad de biodegradacion, apoyado por mecanismos combinados de bioadsorcién
en el micelio y la secrecidn de enzimas ligninoliticas como lacasas y NADH reductasas
(Moreno-Medina et al,, 2014).
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Figura 2. Remocioén de azocolorante RB46. A) Porcentaje de remocion. B) Cinética de remocion.
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Dahliaty et al. (2025) determinaron que la mayor tasa de decoloracién por
Trichoderma asperellun fue de 85 % en 24 h. La biodegradacion enzimatica fue el factor
que mas contribuyo a la decoloracion, en comparacion con la biosorcion por el micelio.
En su estudio la actividad de la lacasa fue inducida por el azul de metileno (50 mg ),
registrandose el nivel mas alto a pH 4.5. Singh et al. (2023) obtuvieron niveles maximos
de decoloracion para naranja de metilo, el verde de malaquita y el violeta cristal del 88.89
%, 71.09 % y 92.75 %, respectivamente, utilizando una concentracion de colorante de
100 mg I, un pH de 6.5 y una temperatura de 25 °C. Mencionan que el aislado fungico
Trichoderma asperellum suele producir quitinasas, celulasas y lacasas.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran concordancia ademas
con Wimalasena et al. (2025) quienes evaluaron la capacidad de algunos hongos para
degradar colorantes cominmente usados en laboratorios: rojo congo, cristal violeta,
verde de malaquita y safranina. Reportan que Trichoderma sp. logra decolorarlos hasta en
un 60 %, a excepcion de rojo congo. Algunas especies flungicas son capaces de producir
enzimas lignoliticas incluyendo lacasas, manganeso peroxidasas y lignino peroxidasas
(Borham et al., 2023).

Trichoderma spp. estan bien documentados por su capacidad de biorremediacion,
particularmente en la degradacién de diversos contaminantes (Raci¢ et al, 2023;
Voloshchuk et al, 2024; Conte et al, 2025). Por ejemplo Trichoderma harzianum
(AUMC14897) realiza decoloracion eficiente de colorantes en el tratamiento de aguas
residuales mediante la produccion de la enzima lacasa, degradando eficazmente el
Novatic Green XBN, el Red 4BL y el Reactive T. Blue G (Salem et al,, 2024). Ademas, T.
viride muestra eficiencias de decoloracion del 36 %, 73 % y 87 % para los colorantes
Synozol Red, Yellow y Navy Blue, respectivamente (Ali et al,, 2023). Al-Hawash et al. (2018)
reportan que T. harzianum demuestra un potencial significativo para la degradacion de

hidrocarburos, principalmente a través de la produccion de la enzima lacasa.
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4. CONCLUSIONES

Trichoderma asperellum mostro una alta eficiencia en la remocién del Rojo Basico
46, alcanzando un 81% de eliminacion en 48 horas. Su capacidad para crecer en presencia
del colorante, incluso superando al testigo en condiciones adversas, lo posiciona como un
candidato prometedor para estrategias de biorremediacion de efluentes contaminados

con colorantes sintéticos.
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RESUMEN: Este capitulo examina
criticamente la controversia entre evolucion
y creacionismo y sus implicancias para
comprender la naturaleza del conocimiento
cientifico. El andlisis se organiza en tres
ejes: la consolidacion de la evolucién como
explicacion cientifica de la diversidad biolodgica;
el examen del creacionismo y del diseho
inteligente como propuestas de diferente
estatuto epistemoldgico; y los criterios
que permiten distinguir una controversia
cientifica de una controversia social, religiosa
o filosdéfica. Metodoldgicamente, se sustenta
en una revision de alcance de literatura
especializada, desarrollada desde un enfoque
cualitativo-interpretativo y mediante un disefio
narrativo de topico. Se sostiene que evolucion
y creacionismo no constituyen teorias
cientificas equivalentes, porque difieren en
su relacion con la evidencia, la contrastacion
y la investigacion acumulativa. En conclusion,
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ensenar esta controversia exige distinguir
entre respetar la pluralidad de creencias y
atribuir igual validez cientifica a explicaciones
epistemoldgicamente diferentes.

PALABRAS CLAVE: evolucion bioldgica;
creacionismo; Darwinismo; naturaleza de la
ciencia; demarcacion cientifica.

EVOLUTION OR CREATION? DARWIN,
CREATIONISM AND THE LIMITS OF
SCIENTIFIC CONTROVERSY

ABSTRACT: This chapter critically analyzes
the controversy between evolution and
creationism and its implications for
understanding the nature of scientific
knowledge. The analysis is organized around
three axes: the consolidation of evolution
as a scientific explanation for biological
diversity; the examination of creationism and
intelligent design as proposals with different
epistemological statuses; and the criteria that
allow us to distinguish a scientific controversy
from a social, religious, or philosophical
one. Methodologically, it is based on a
comprehensive review of specialized
literature, developed from a qualitative-
interpretive approach and through a narrative
topic design. It argues that evolution and
creationism do not constitute equivalent
scientific theories because they differ in
their relationship to evidence, testing, and
cumulative research. In conclusion, teaching
this controversy requires distinguishing
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between respecting the plurality of beliefs and attributing equal scientific validity to
epistemologically different explanations.

KEYWORDS: biological evolution; creationism; Darwinism; nature of science; scientific
demarcation.

1. INTRODUCCION

Pocas cuestiones cientificas han alcanzado una repercusion cultural comparable
con la teoria de la evolucidon. Desde la publicacién de On the Origin of Species en
1859, las explicaciones evolucionistas sobre el origen de la diversidad biolégica han
generado discusiones que exceden ampliamente los limites de la biologia. La propuesta
de Darwin no solo ofrecid un mecanismo natural —la seleccidon natural — para explicar
la adaptacion y diversificacion de los organismos, sino que contribuyo a transformar la
manera de comprender la historia de la vida. La evolucién adquirid posteriormente un
respaldo mucho mas amplio mediante la genética, la paleontologia, la biogeografia, la
sistematica y la biologia molecular, hasta convertirse en uno de los marcos integradores
fundamentales de las ciencias biologicas (National Academy of Sciences, 2008; Futuyma
y Kirkpatrick, 2017).

La oposicion religiosa a determinadas implicancias de la evolucién tampoco
puede reducirse a una reaccion uniforme iniciada con Darwin. El término creacionismo
comprende posiciones heterogéneas que van desde interpretaciones literales del
Génesis y propuestas de una Tierra joven hasta concepciones que aceptan una Tierra
antigua, procesos evolutivos parciales o incluso la evolucion biolégica bajo direccion
divina (Numbers, 2006). Esta diversidad resulta importante porque evita construir
artificialmente una oposicion absoluta entre «ciencia» y «religion». Numerosos creyentes
y tradiciones religiosas aceptan la evolucion, mientras que la biologia evolutiva, como
disciplina cientifica, no necesita pronunciarse acerca de la existencia o inexistencia de
Dios para investigar los procesos naturales que producen cambios en las poblaciones
(National Academy of Sciences, 2008).

La controversia se vuelve epistemoldogicamente significativa cuando
determinadas explicaciones creacionistas pretenden adquirir el mismo estatuto
cientifico que la evolucion. Durante el siglo XX, especialmente en Estados Unidos,
distintos movimientos buscaron introducir el denominado «creacionismo cientifico»
en las clases de ciencias y, posteriormente, el disefio inteligente como alternativa a la
evolucion (Pennock, 1999; Numbers, 2006). En este punto aparece un problema que
trasciende el caso concreto: (Qué convierte una explicacion en cientifica?. Invocar

observaciones, emplear vocabulario técnico o cuestionar una teoria aceptada no basta
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para constituir una alternativa cientifica. La ciencia supone practicas de formulacion de
hipdtesis, contrastacion, argumentacion publica, revision, modificacion y acumulacion de
evidencias que permiten someter las explicaciones a evaluacion intersubjetiva.

El problema resulta particularmente relevante para la ensefanza. Presentar
«evolucion versus creacion» como si se tratara simplemente de dos explicaciones
competidoras puede transmitir una concepcion distorsionada de la ciencia. Una
controversia social no se convierte automaticamente en dilema cientifico por el hecho
de que existan personas que sostengan posiciones contrapuestas. Dentro de la biologia
actual se discuten intensamente los ritmos evolutivos, la importancia relativa de distintos
mecanismos, los procesos de especiacion, la evolucion del desarrollo o determinados
acontecimientos de la historia de la vida; pero esas discusiones ocurren dentro de un
marco que reconoce la evolucion como fendmeno ampliamente respaldado. Confundir
tales debates con la oposicidon entre evolucion y creacion altera la naturaleza real del
desacuerdo cientifico (Scott, 2009).

En este contexto, el presente ensayo busca responder a la siguiente pregunta:
¢Por qué la evolucion y el creacionismo no poseen el mismo estatuto epistemologico
y qué permite distinguir una auténtica controversia cientifica de una disputa religiosa,
filosofica o social sobre la ciencia? Para responder a esta interrogante, la discusién se
organiza en tres ejes complementarios. En primer lugar, se examina como la evolucion
paso de ser una hipoétesis historica sobre la transformacion de las especies a constituirse
en un marco explicativo respaldado por multiples evidencias independientes. En segundo
término, se analizan el creacionismo y el disefio inteligente, prestando especial atencion
a sus pretensiones de cientificidad. Finalmente, se estudia el problema de la demarcacion
cientificay sus implicancias educativas, evitando tanto la falsa equivalencia epistemoldgica

como la innecesaria confrontacion entre ciencia y fe.

2. METODOLOGIA

Este ensayo se sustenta en una revision de alcance de literatura especializada,
siguiendo los lineamientos generales formulados por Arksey y O’Malley (2005). Esta
estrategia resulta pertinente porque el problema estudiado atraviesa distintos campos:
biologiaevolutiva, historiade laciencia, filosofia de la ciencia, educacion cientificay estudios
sobre ciencia y religion. El objetivo no consiste en realizar un metaanalisis ni cuantificar
las actitudes hacia la evolucion, sino identificar los principales argumentos utilizados
para establecer el estatuto cientifico de las explicaciones evolutivas y contrastarlos con

las pretensiones epistemoldgicas del creacionismo y del disefo inteligente. La revision
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se oriento, por tanto, hacia una pregunta conceptual: cuales son las caracteristicas que
justifican considerar cientifica una explicacion sobre el mundo natural.

La busqueda bibliografica se realizé en Scopus, Web of Science, SciELO y Google
Scholar, complementada con catalogos y repositorios institucionales. Se privilegio
literatura especializada en biologia evolutiva, filosofia e historia de la ciencia, educacion
cientifica y relaciones entre ciencia y religion. Entre las obras centrales se incluyeron On
the Origin of Species de Darwin (2009), estudios contemporaneos de biologia evolutiva
(Futuyma y Kirkpatrick, 2017), investigaciones historicas sobre el creacionismo (Numbers,
2006), analisis filosoficos sobre disefio inteligente (Pennock, 1999) y trabajos relativos
al problema de la demarcacion (Resnik, 2000; Popper, 2005). Se incorporaron ademas
documentos de la National Academy of Sciences para examinar especificamente las
relaciones entre evolucion, creacion y ensefanza cientifica.

Los principales descriptores considerados fueron biological evolution,
Darwinism, creationism, intelligent design, demarcation problem, nature of science,
methodological naturalism, evolution education y science and religion. La seleccion
se concentro en literatura capaz de aportar informacion sobre cuatro dimensiones:
evidencias empiricas de la evolucion; caracteristicas epistemoldgicas de las teorias
cientificas; argumentos utilizados por el creacionismo y el disefio inteligente; e
implicancias educativas de presentar ambos planteamientos como alternativas
equivalentes. Se consideraron asimismo perspectivas criticas sobre la utilizacion de
un unico criterio de demarcacioén, pues la filosofia contemporanea de la ciencia ha
mostrado que ninguna regla aislada —por ejemplo, la falsabilidad — describe por si
sola toda la complejidad de las practicas cientificas (Resnik, 2000).

El corpus fue organizado mediante un enfoque cualitativo-interpretativo y
un disefio narrativo de topico estructurado en tres categorias analiticas. La primera,
evidencia y construccion de la teoria evolutiva, examina como distintas disciplinas
producen resultados convergentes que permiten explicar la transformacion histérica de
los seres vivos. La segunda, creacionismo, disefio inteligente y pretension de cientificidad,
analiza las diferencias entre una afirmacion religiosa y una explicacion susceptible de
investigacion cientifica. La tercera, demarcacion y controversia cientifica, estudia criterios
como contrastabilidad, poder explicativo, relacion con la evidencia, capacidad predictiva
y disposicion a la revision. Esta organizacion permite pasar desde un caso cientifico
concreto hacia el problema epistemologico general que el debate revela.

Finalmente, la revision adopta una precaucion interpretativa fundamental:

distinguir la evaluacion epistemoldgica de una proposicion de la valoracion cultural o
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personal de quien la sostiene. Afirmar que el creacionismo no posee el mismo estatuto
cientifico que la teoria evolutiva no equivale a demostrar que toda creencia religiosa sea
falsa, del mismo modo que reconocer los limites metodologicos de la ciencia no obliga
a aceptar como cientificas explicaciones sobrenaturales. La pregunta relevante es mas
especifica: qué afirmaciones pueden investigarse mediante los procedimientos publicos
y revisables caracteristicos de las ciencias. Esta distincion evita convertir una cuestiéon

epistemoldgica en un enfrentamiento simplificado entre creyentes y no creyentes.

3. DE DARWIN AL ADN: ¢éPOR QUE LA EVOLUCION ES UNA TEORIA CIENTIFICA?

Cuando Darwin publicd On the Origin of Species, laidea de que las especies podian
transformarse no era completamente nueva. Su contribucion decisiva consistio en articular
un mecanismo capaz de explicar como podian acumularse cambios adaptativos sin
recurrir a una planificacion externa: la seleccion natural. Si dentro de una poblacién existen
variaciones heredables y algunos organismos dejan mas descendencia que otros debido
a esas diferencias, determinadas caracteristicas pueden aumentar progresivamente su
frecuencia. Darwin reunié observaciones procedentes de la biogeografia, la seleccion
artificial, la anatomia comparada, la embriologia y el registro fosil para argumentar que la
diversidad de los seres vivos podia comprenderse como resultado de descendencia con
modificacion a lo largo de extensos periodos (Darwin, 2009).

Una de las fortalezas epistemoldgicas de la evolucién es que su aceptacion actual
no depende exclusivamente de los argumentos formulados por Darwin. El propio Darwin
desconocia los mecanismos moleculares de la herencia. La integracion de la genética
mendeliana con la seleccidn natural durante la sintesis evolutiva moderna permitio explicar
la evolucion en términos de cambios en las frecuencias génicas de las poblaciones.
Posteriormente, la biologia molecular proporcioné evidencias que Darwin nunca pudo
conocer. Las semejanzas y diferencias entre secuencias de ADN permiten reconstruir
relaciones filogenéticas y contrastarlas con inferencias obtenidas independientemente
mediante fosiles, anatomia o biogeografia. La convergencia entre evidencias producidas
mediante procedimientos distintos constituye una caracteristica particularmente robusta
de la investigacion evolutiva (Futuyma y Kirkpatrick, 2017).

El registro fosil ofrece un ejemplo concreto. La teoria evolutiva no exige que
aparezca una secuencia perfecta de todos los organismos que hayan existido; la
fosilizacion es un proceso excepcional y el registro necesariamente incompleto. Sin
embargo, permite formular expectativas histéricas contrastables. El descubrimiento

de Tiktaalik roseae, por ejemplo, fue precedido por una busqueda dirigida hacia rocas
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del Devonico tardio, porque la teoria y los fosiles previamente conocidos indicaban que
alli podia encontrarse un organismo con una combinacién de caracteristicas de peces
y primeros tetrapodos. Su hallazgo en estratos de aproximadamente 375 millones de
afnos mostro precisamente una combinacion de rasgos relevante para comprender esa
transicion evolutiva (Daeschler et al., 2006). La teoria no se limito, por tanto, a explicar
retrospectivamente un fosil encontrado al azar: contribuy6 a orientar donde y qué buscar.

La evoluciéon puede observarse ademas en escalas temporales mucho
mas breves. La resistencia bacteriana a los antibiodticos constituye un ejemplo
particularmente claro. En una poblacién bacteriana pueden existir variantes genéticas
que confieren distintos grados de resistencia. La utilizacion de un antibiético
modifica las presiones selectivas: las bacterias susceptibles disminuyen mientras
aquellas que poseen mecanismos de resistencia sobreviven y se reproducen
diferencialmente. Mutacion, seleccion y transferencia horizontal de genes permiten
asi explicar la emergencia y expansion de poblaciones resistentes. El fendmeno posee
consecuencias médicas inmediatas y demuestra que los procesos evolutivos no son
Unicamente reconstrucciones sobre un pasado remoto, sino mecanismos observables
y experimentalmente investigables (Davies y Davies, 2010).

Lo anterior permite precisar qué significa llamar «teoria» a la evolucion. En el
lenguaje cotidiano, teoria puede significar conjetura; en ciencia, una teoria es un marco
explicativo sistematico capaz de organizar evidencias, generar preguntas y conectar
fenomenos diferentes. La evolucion contiene aspectos sometidos permanentemente
a revision, como cualquier campo cientifico, pero ese proceso no significa que todas
sus proposiciones posean el mismo grado de incertidumbre. La descendencia comun,
la transformacion de poblaciones y la accion de mecanismos evolutivos cuentan con
evidencias procedentes de disciplinas independientes. La fortaleza cientifica de la
evolucién no deriva, entonces, de la autoridad de Darwin ni de una supuesta imposibilidad
de cuestionarla, sino precisamente de que sus afirmaciones han sido sometidas durante
mas de un siglo y medio a contrastaciones que podrian haber revelado incompatibilidades
graves y, en cambio, han producido una estructura explicativa crecientemente integrada

(National Academy of Sciences, 2008).

4. DEL GENESIS AL DISENO INTELIGENTE: ¢PUEDE EL CREACIONISMO
CONVERTIRSE EN CIENCIA?

El creacionismo posee una historia considerablemente mas compleja de lo que

sugiere la oposicion simplificada entre Darwin y la Biblia. Numbers (2006) ha mostrado
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que los movimientos creacionistas contemporaneos se desarrollaron mediante procesos
histéricos especificos y que no todas las tradiciones cristianas han interpretado del
mismo modo los relatos biblicos de la creacion. Algunas posiciones aceptan una Tierra de
miles de millones de anos, pero rechazan determinados aspectos de la evolucion; otras
sostienen que los principales grupos de organismos fueron creados separadamente;
otras aceptan la evolucion como mecanismo mediante el cual habria actuado Dios. Hablar
de «el creacionismo» como una doctrina Unica oculta, por consiguiente, diferencias
teoldgicas y epistemoldgicas sustanciales.

El problema cientifico aparece cuando una afirmacion basada en revelacion o
intervencioén sobrenatural pretende operar como explicacion cientifica del mundo natural.
Una proposicion como «Dios creo la vida» puede poseer significado teoldgico para un
creyente, pero su amplitud dificulta establecer qué observacion permitiria contrastarla
cientificamente. Si organismos semejantes comparten estructuras, esa semejanza podria
atribuirse a un disefiador comun; si son diferentes, la diferencia también podria atribuirse
a decisiones del mismo disefiador. Cuando resultados opuestos pueden acomodarse
igualmente a una explicacion, disminuye su capacidad discriminatoria. Esta premisa
no demuestra la inexistencia de un creador; muestra que una afirmacién formulada de
ese modo no proporciona por si misma un programa empirico capaz de decidir entre
resultados alternativos.

El disefo inteligente intentd reformular esta discusion evitando referencias
explicitas a una determinada escritura sagrada. Sus defensores sostuvieron que
algunas estructuras biologicas exhibirian caracteristicas que serian explicadas mas
adecuadamente mediante una causa inteligente que mediante procesos evolutivos no
dirigidos. Uno de los argumentos mas conocidos fue el de la «complejidad irreducible»:
determinados sistemas poseerian varias partes interdependientes y dejarian de funcionar
si alguna desapareciera, lo que supuestamente dificultaria su evolucion gradual. El flagelo
bacteriano y mecanismos de coagulacion sanguinea fueron utilizados recurrentemente
como ejemplos. No obstante, sefalar una dificultad explicativa en un modelo evolutivo
no demuestra automaticamente una hipodtesis alternativa de disefio; para ello, como
argumenta Pennock (1999), seria necesario aportar evidencias independientes capaces
de identificar y caracterizar causalmente el supuesto proceso de disefio.

El juicio Kitzmiller v. Dover Area School District de 2005 convirtid esta cuestion
en un caso especialmente ilustrativo. El distrito escolar de Dover, Pensilvania, habia
dispuesto que los estudiantes fueran informados acerca del disefio inteligente como

alternativa a la evolucion. Durante el proceso judicial se examinaron su historia conceptual,
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sus argumentos y su relacion con versiones anteriores del creacionismo. La sentencia
concluyd que el disefo inteligente no constituia ciencia y que su incorporacion de esa
manera al curriculo publico representaba una posicion religiosa. Aunque una decision
judicial no determina por si misma la verdad de una cuestion cientifica, el caso resulta
epistemoldgicamente interesante porque obligd a hacer explicitos criterios normalmente
implicitos: produccién de investigacion, contrastacion, relacion con la comunidad cientifica
y capacidad de generar explicaciones susceptibles de evaluacion (Kitzmiller v. Dover Area
School District, 2005).

La diferencia fundamental no reside, por tanto, en que la evolucién explique
absolutamente todo mientras el creacionismo no pueda plantear ninguna pregunta
relevante. Tampoco consiste en que la ciencia posea una demostracion metafisica de que
no puede existir intervencion divina. El contraste se encuentra en el funcionamiento de los
respectivos programas explicativos. La teoria evolutiva conecta observaciones, genera
hipotesis especificas, permite investigar mecanismos, admite correcciones y puede
confrontarse con datos potencialmente problematicos. Una explicacion basada en una
voluntad sobrenatural indeterminada carece normalmente de condiciones equivalentes
para establecer qué resultados contarian en su contra. Por ello, excluir el creacionismo
del mismo nivel explicativo en una clase de biologia no requiere ridiculizar la religion:
exige distinguir entre una afirmacion que puede poseer significado teolodgico y otra que

funciona como explicacion cientificamente contrastable.

5. ¢QUE HACE CIENTIFICA A UNA EXPLICACION? LOS LIMITES DE LA
CONTROVERSIA

La discusion entre evolucién y creacionismo conduce al denominado problema
de la demarcacion: como distinguir ciencia de no ciencia o pseudociencia. Una
respuesta histéricamente influyente fue proporcionada por Popper (2005), quien
destaco la falsabilidad. Una teoria cientifica deberia asumir riesgos empiricos: debe
existir algun estado posible de cosas incompatible con sus afirmaciones. Este criterio
posee una intuicion poderosa. Si una explicacion puede acomodarse indefinidamente
a cualquier observacion imaginable, resulta dificil ponerla a prueba. No obstante, la
filosofia de la ciencia posterior ha mostrado que la practica cientifica es demasiado
compleja para reducirla a una unica regla. Las teorias se evalian mediante redes de
hipotesis, instrumentos, conocimientos auxiliares y programas de investigacion, de
modo que un resultado inesperado rara vez determina automaticamente el abandono

de una teoria.
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Por ello, resulta mas adecuado considerar un conjunto de caracteristicas que
funcionan conjuntamente. Las explicaciones cientificas mantienen relaciones sistematicas
con evidencia publicamente verificable; generan problemas susceptibles de investigacion;
permiten derivar expectativas; deben ser compatibles con conocimientos solidamente
establecidos o proporcionar razones suficientes para revisarlos; y permanecen abiertas a
modificacién frente a evidencia adversa. También importa la fecundidad: unateoria robusta
no se limita a responder una Unica anomalia, sino que abre nuevas lineas de investigacion.
La teoria evolutiva cumple esta funcion en genética, ecologia, paleontologia, medicina,
biogeografia y biologia molecular. Para Resnik (2000), la cientificidad no se identifica asi
con una etiqueta institucional, sino con practicas colectivas de produccion, evaluacion y
correccion del conocimiento.

El naturalismo metodoldgico ocupa un lugar central en esta discusion y contintua
siendo objeto de analisis en la filosofia contemporanea de la ciencia, particularmente
respecto de su alcance y de su distincion frente al naturalismo metafisico (Donahue,
2025). Las ciencias buscan causas que puedan investigarse mediante relaciones
observables, modelos, mediciones y contrastaciones publicas. Este itinerario no equivale
necesariamente al naturalismo metafisico, segun el cual solo existe la realidad natural. Un
bidlogo puede ser teista, agnostico o ateo y utilizar los mismos métodos para estudiar
una poblacion. La ciencia no necesita demostrar que Dios no existe antes de estudiar
la resistencia bacteriana, del mismo modo que no necesita resolver metafisicamente la
libertad humana antes de investigar procesos cognitivos. El naturalismo metodolégico
funciona como una regla de investigacion: exige formular explicaciones que puedan
continuar siendo examinadas por otros investigadores con independencia de sus
compromisos religiosos personales (National Academy of Sciences, 2008).

Esta distincion permite comprender por qué no toda «controversia» publica
representa un dilema cientifico. El cambio climatico, las vacunas, la evolucioén o la forma de
la Tierra pueden ser objeto de intensas disputas sociales, aunque determinados aspectos
centrales cuenten con consensos cientificos muy robustos. Inversamente, puede existir
una auténtica controversia cientifica desconocida para el publico. En evolucion, por
ejemplo, investigar la importancia relativa de seleccién, deriva genética, restricciones
del desarrollo o diferentes mecanismos de especiacion constituye una discusion
cientifica porque las posiciones competidoras trabajan con evidencias susceptibles de
contrastacion. Preguntar si las especies cambian histéricamente o fueron creadas de
manera independiente e inmutable no posee hoy un equilibrio empirico comparable. La

existencia de desacuerdo social no basta para producir simetria epistemoldgica.
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La ensenanza de este problema deberia evitar dos extremos. El primero consiste
en presentar evolucién y creacionismo como teorias cientificas equivalentes en nombre
de una supuesta neutralidad; esto confunde pluralismo democratico con equivalencia
epistemoldgica, pues el reconocimiento educativo de posiciones creacionistas no
exige atribuirles el mismo estatuto epistémico que a las explicaciones cientificas
(Bellolio, 2023). El segundo consiste en ensefar evolucion como un instrumento para
desacreditar convicciones religiosas, confundiendo los limites metodologicos de la
ciencia con conclusiones metafisicas que exceden su campo. Una estrategia educativa
mas rigurosa puede utilizar precisamente la controversia para ensefar naturaleza de la
ciencia: preguntar qué evidencia respalda una explicacion, qué observaciones podrian
cuestionarla, qué predicciones permite formular, como se modifica ante anomalias y por
qué el consenso cientifico no equivale a votacion o dogma. La cuestion pedagogicamente
mas fecunda deja entonces de ser «¢Darwin o Dios?» y pasa a ser «,como sabemos

cientificamente lo que afirmamos saber?».

6. CONCLUSION

La oposicion entre evolucion y creacion resulta intelectualmente atractiva porque
parece enfrentar dos respuestas a una misma pregunta: de donde procede la diversidad
de la vida. Sin embargo, el andlisis epistemoldogico muestra que esta formulacion es
incompleta. Las explicaciones pueden abordar cuestiones semejantes desde marcos de
conocimiento diferentes y, por ello, no competir necesariamente bajo las mismas reglas.
La teoria evolutiva intenta reconstruir mediante mecanismos naturales contrastables
como las poblaciones cambian, divergen y se relacionan histéricamente. Las doctrinas
creacionistas, cuando apelan a la voluntad o accion de una entidad sobrenatural,
introducen afirmaciones cuya evaluacion no puede realizarse de la misma manera
mediante los procedimientos habituales de las ciencias empiricas.

Darwin ocupa un lugar fundamental en esta historia, pero la validez actual de
la teoria de la evolucion no depende de asumir su obra como infalible. Por el contrario,
la posibilidad de revisar, corregir y ampliar las explicaciones existentes constituye
una caracteristica esencial del conocimiento cientifico. Aspectos de la explicacion
darwiniana fueron corregidos, ampliados o reformulados a partir de conocimientos
inexistentes en 1859. La genética mendeliana, la genética de poblaciones, la biologia
molecular y la secuenciacion gendmica transformaron profundamente la comprension
de la evolucion. Lejos de debilitarla, esta capacidad de modificacion muestra como

funciona una tradicion cientifica productiva: conserva aquellos componentes
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respaldados por evidencia, abandona otros y formula problemas que generaciones
posteriores pueden investigar.

El creacionismo y el diseno inteligente permiten observar el problema desde el
extremo contrario. Su dificultad epistemoldgica principal no consiste simplemente en
su asociacion historica con la religidn, pues el origen religioso de una idea no bastaria
para determinar su falsedad. El problema surge cuando las explicaciones sobrenaturales
no establecen mecanismos contrastables ni condiciones claras bajo las cuales podrian
considerarse refutadas. El disefio inteligente intentd formular sus argumentos utilizando
conceptos cientificos y sefalando supuestas insuficiencias de las explicaciones evolutivas.
No obstante, demostrar que un problema permanece abierto para una teoria no equivale
a demostrar una explicacion alternativa. La ausencia de una explicacion completa nunca
constituye, por si sola, evidencia positiva de disefo.

La pregunta orientadora puede responderse, por tanto, sin recurrir a una
definicion rigida y unica de ciencia. Evolucion y creacionismo no poseen el mismo estatuto
epistemoldgico porque no mantienen la misma relacion con la evidencia, la contrastacion,
la prediccion, la revision y la investigacion acumulativa. Esta premisa no significa que la
ciencia pueda resolver todas las preguntas humanas ni que las afirmaciones religiosas
carezcan necesariamente de significado. Significa algo mas limitado: no toda afirmacién
significativa pertenece al dominio de la investigacion cientifica. La ciencia posee limites,
y reconocerlos no la debilita; impide que su autoridad sea extendida indebidamente a
cuestiones para las cuales sus métodos no fueron concebidos.

Por consiguiente, el mayor valor educativo de la controversia no reside en
organizar un debate destinado a decidir si «gana» Darwin o el creacionismo. Su potencial
consiste en ensenar a distinguir entre desacuerdo social y controversia cientifica,
entre hipotesis y evidencia, entre critica y alternativa explicativa, y entre naturalismo
metodologico y afirmaciones metafisicas. Una educacion cientifica rigurosa puede
respetar la libertad de conciencia sin presentar como equivalentes explicaciones que no
satisfacenlos mismos estandares epistemologicos. La pregunta decisiva no es solamente
qué creemos acerca del origen de la diversidad bioldgica, sino qué tipo de evidencia
necesitariamos para justificar cientificamente aquello que afirmamos. En esa diferencia
entre creer, argumentar y demostrar radica uno de los aprendizajes fundamentales que

la controversia entre evolucion y creacion puede ofrecer.
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RESUMEN: Este capitulo examina
criticamente la pregunta por la existencia de
un «primer ser humano» desde la biologia
evolutiva, la paleoantropologia y la genética
de poblaciones. El analisis se organiza en tres
ejes: el caracter gradual y poblacional de la
evolucion; las dificultades para establecer una
frontera precisa entre Homo sapiens y sus
antepasados; y el significado de conceptos
genéticos como «Eva mitocondrial» y «Adan
cromosomico-Y». Metodoldégicamente, se
sustenta en una revision de alcance de
literatura especializada, desarrollada desde un
enfoque cualitativo-interpretativo y mediante
un disefo narrativo de topico. Se sostiene que
buscar un individuo que haya sido el primer
humano confunde las categorias taxonémicas
actuales con la continuidad de los procesos
evolutivos. En conclusién, Homo sapiens
posee un origen evolutivo identificable en
términos poblacionales, pero la evidencia
disponible no permite convertir ese proceso
en la biografia de un primer individuo humano.
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DID THE FIRST HUMAN BEING EXIST?
THE PROBLEM OF SEARCHING FOR A
«BIOLOGICAL ADAM»

ABSTRACT: This chapter critically examines
the question of the existence of a “first human”
from the perspectives of evolutionary biology,
paleoanthropology, and population genetics.
The analysis is organized around three
main themes: the gradual and population-
based nature of evolution; the difficulties in
establishing a precise boundary between
Homo sapiens and its ancestors; and the
significance of genetic concepts such as
“Mitochondrial Eve” and “Y-chromosomal
Adam”. Methodologically, it relies on a scoping
review of specialized literature, developed from
a qualitative-interpretive approach and using a
narrative topic design. It argues that searching
for an individual who was the first human
confuses current taxonomic categories with
the continuity of evolutionary processes. In
conclusion, Homo sapiens has an identifiable
evolutionary origin in population terms, but
the available evidence does not allow us to
transform that process into the biography of a
first human individual.

KEYWORDS: human evolution; Homo sapiens;
speciation; paleoanthropology; population
genetics.
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1. INTRODUCCION

Pocas preguntas sobre la evolucion humana parecen tan sencillas como
preguntar quién fue el primer ser humano. Si todas las personas actuales pertenecen a
la especie Homo sapiens y esta especie tuvo un origen, podria suponerse que en algun
momento debid nacer el primer individuo que mereciera ser llamado humano. La intuicion
resulta poderosa porque estamos acostumbrados a pensar los comienzos mediante
acontecimientos definidos: una persona nace en una fecha determinada, una ciudad es
fundada en un momento concreto y una institucion comienza formalmente su existencia.
Sinembargo, trasladar esaldgica ala evolucion bioldgica genera un problema. Las especies
no suelen aparecer de manera instantanea y la evolucion no transforma de pronto a un
progenitor de una especie en un descendiente perteneciente inequivocamente a otra.
Por el contrario, las poblaciones acumulan cambios heredables a lo largo de numerosas
generaciones (Darwin, 2009; Futuyma y Kirkpatrick, 2017).

El problema se vuelve particularmente interesante en el caso de nuestra propia
especie. La paleoantropologia reconoce actualmente a Homo sapiens como una especie
surgida en Africa hace aproximadamente 300.000 afios, pero esta afirmacion no significa
que exista un fosil correspondiente al «primer humano». Los restos de Jebel Irhoud, en
Marruecos, datados en aproximadamente 315 + 34 mil afios, presentan una combinacion
de rasgos: su morfologia facial, mandibular y dental se aproxima a la de Homo sapiens,
mientras que el neurocraneo conserva caracteristicas mas arcaicas (Hublin et al., 2017;
Richter et al., 2017). Precisamente este mosaico muestra que aquello que denominamos
anatomia humana moderna no necesariamente aparecié como un conjunto completo en
una unica generacion. La evidencia disponible favorece, por tanto, la interpretaciéon de una
transformacion evolutiva prolongada antes que la hipotesis de un surgimiento repentino
de nuestra especie.

La dificultad aumenta porque tampoco existe una caracteristica Unica cuya
aparicion permita identificar inequivocamente al primer humano. El bipedismo es
muchisimo mas antiguo que Homo sapiens; la fabricacion de herramientas antecede
ampliamente a nuestra especie; el aumento del volumen cerebral ocurrié gradualmente; y
diversas conductas complejas poseen historias evolutivas diferentes. La evolucion humana
se asemeja, por ello, menos a la instalacion simultanea de un conjunto de atributos que a
un mosaico cuyos componentes aparecieron y se transformaron en momentos distintos.
Incluso caracteristicas consideradas emblematicamente humanas pueden encontrarse,
en grados diferentes, entre otros homininos. La imagen tradicional de una sucesion lineal

que conduce inevitablemente desde un antepasado simiesco hasta el humano moderno
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ha sido reemplazada por un arbol evolutivo ramificado en el que coexistieron diferentes
especies y poblaciones humanas (Stringer, 2016).

Esta cuestion obliga ademas a diferenciar entre dos preguntas que suelen
confundirse:cuandopodemosreconocerretrospectivamentealosprimerosrepresentantes
de Homo sapiens vy si existido un individuo bioldogicamente delimitable como «el primer
humano». La primera pertenece legitimamente a la paleoantropologia y puede abordarse
mediante fosiles, dataciones, genética y arqueologia. La segunda presupone una frontera
individual que quiza nunca existid en la naturaleza. Los conceptos de especie permiten
clasificar organismos y reconstruir linajes, pero sus limites temporales pueden resultar
difusos cuando se observa una transformacion evolutiva continua. Como ha sefalado De
Queiroz (2007), distintos criterios utilizados para delimitar especies capturan propiedades
que pueden aparecer en diferentes momentos durante la divergencia de linajes. Por
consiguiente, la clasificacion taxondmica no debe confundirse automaticamente con un
acontecimiento bioldgico instantaneo.

En este contexto, el presente ensayo busca responder a la siguiente interrogante:
¢Tiene sentido cientifico hablar de un «primer ser humano» individual o el origen de
Homo sapiens debe entenderse como un proceso gradual y poblacional en el que resulta
imposible establecer una frontera generacional absoluta?. Para responder a esta pregunta,
la discusion se organiza en tres ejes complementarios. En primer lugar, se examina por
qué la evolucion y la especiacion dificultan la busqueda de un primer individuo humano.
En segundo término, se analizan los fésiles y modelos actuales sobre el origen africano
de Homo sapiens. Finalmente, se estudia por qué la denominada «Eva mitocondrial» y
los ancestros del cromosoma Y no constituyen una pareja primordial ni equivalen a los

primeros seres humanos.

2. METODOLOGIA

Este ensayo se sustenta en una revision de alcance de literatura especializada,
siguiendo los lineamientos generales formulados por Arksey y O’Malley (2005) y por
Tricco et al. (2018). Esta modalidad resulta pertinente porque el problema del «primer ser
humano» atraviesa campos que utilizan evidencias y escalas de analisis diferentes: biologia
evolutiva, filosofia de la biologia, paleoantropologia, taxonomia, genética de poblaciones y
arqueologia prehistorica. El propdsito no consiste en realizar un metaanalisis ni establecer
una fecha exacta para la aparicion del primer Homo sapiens, sino identificar las principales
evidencias utilizadas para reconstruir el origen de nuestra especie y analizar qué permiten

afirmar realmente acerca de la posibilidad de individualizar un comienzo bioldgico.
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La busqueda bibliografica considero literatura especializada disponible en bases
de datos y repositorios académicos, principalmente Web of Science, Scopus, PubMed y
Google Scholar, con especial atencion a articulos revisados por pares, obras de sintesis
sobre evolucion y trabajos paleoantropoldgicos y genéticos de referencia. Se privilegiaron
investigaciones relacionadas con el concepto de especie y la especiacion; el registro
fosil africano del Pleistoceno medio; los modelos sobre el origen de Homo sapiens; y
la reconstruccion de ancestros comunes mediante ADN mitocondrial y cromosoma Y.
Entre los trabajos centrales se encuentran De Queiroz (2007), Stringer (2016), Hublin
et al. (2017), Scerri et al. (2018) y Ragsdale et al. (2023), complementados por estudios
genéticos clasicos como Cann et al. (1987) y Poznik et al. (2013).

Los principales descriptores utilizados fueron human evolution, origin of Homo
sapiens, first human, speciation, species concept, Jebel Irhoud, African origin of Homo
sapiens, population structure, mitochondrial Eve, Y-chromosomal Adam y human common
ancestor. La seleccion privilegio trabajos capaces de aportar informaciéon sobre cuatro
dimensiones: mecanismos de cambio evolutivo; criterios empleados para reconocer
especies; cronologia y distribucion de los primeros fosiles atribuidos a Homo sapiens; y
significado genealdgico de los ancestros comunes reconstruidos mediante marcadores
genéticos. Se excluyeron interpretaciones que identifican personajes religiosos con
individuos paleogenéticos sin proporcionar argumentos biologicos susceptibles de
evaluacion cientifica.

El corpus fue organizado mediante un enfoque cualitativo-interpretativo y un
disefo narrativo de topico articulado en tres categorias analiticas. La primera, continuidad
evolutiva y delimitacion de especies, examina por qué una especie puede poseer un origen
histérico sin requerir un primer individuo inequivocamente diferente de sus progenitores. La
segunda, origen poblacional de Homo sapiens, contrasta el registro fosil con los modelos
que situan la evolucidon de nuestra especie dentro de poblaciones africanas conectadas.
La tercera, genealogia genética y ancestros comunes, analiza las interpretaciones de la
Eva mitocondrial y de los ancestros patrilineales. Esta organizacion permite avanzar desde
el problema conceptual hacia sus manifestaciones fosiles y genéticas.

Por ultimo, la revision adopta una precaucion interpretativa fundamental: distinguir
entre categorias cientificas legitimas y representaciones excesivamente literales de esas
categorias. Afirmar que Homo sapiens aparecio aproximadamente hace 300.000 anos
no significa que un individuo perteneciente a otra especie engendrara subitamente un
hijo idéntico a nosotros. Del mismo modo, reconstruir el ancestro comun mas reciente

de determinados segmentos del genoma no equivale a identificar a la primera mujer o
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al primer hombre. Por esta razon, es necesario distinguir entre el origen de una especie,
su delimitacion taxondmica, el ancestro genealdgico y el ancestro genético, nociones
estrechamente relacionadas, pero conceptualmente diferentes. En esta distincion radica,

precisamente, el nucleo epistemologico del problema.

3. DE PADRES NO HUMANOS A HIJOS HUMANOS: LA PARADOJA DEL PRIMER
INDIVIDUO

Imaginese una cadena genealdgica hipotética que retrocede desde una persona
actual durante cientos de miles de generaciones. Cada individuo tuvo progenitores
biologicamente muy semejantes a él y sus hijos fueron igualmente semejantes. No
obstante, si el recorrido retrocede millones de afnos, se llega finalmente a organismos
que nadie clasificaria como Homo sapiens. Aparece entonces una paradoja: si en cada
generacion padres e hijos fueron casi indistinguibles, ¢en qué generacion desaparece
el humano y aparece el antepasado no humano? La respuesta proporcionada por
la evolucion es que no necesariamente existe una generacion privilegiada. Pequenas
diferencias acumuladas durante periodos prolongados pueden producir grandes
divergencias sin que ninguna transicion generacional particular constituya una ruptura
biolégica absoluta (Futuyma y Kirkpatrick, 2017).

Un ejemplo cotidiano ayuda a comprender el problema. Entre el rojo y el amarillo
puede construirse un gradiente con miles de tonalidades. Los extremosresultan claramente
diferentes, aunque entre dos tonalidades inmediatamente contiguas sea imposible
establecer una frontera natural indiscutible. La evolucion temporal de un linaje puede
plantear una dificultad semejante. Dos poblaciones separadas por cientos de miles de
afnos pueden presentar diferencias suficientes para recibir denominaciones taxonomicas
distintas, mientras que los individuos pertenecientes a generaciones sucesivas contintian
siendo extremadamente parecidos. La analogia no pretende reducir la especiacion a un
cambio cromatico, sino mostrar que una diferencia reconocible entre extremos no exige
una discontinuidad equivalente entre cada estado intermedio.

El concepto biolégico de especie, asociado especialmente a Mayr (1999), enfatiza
la capacidad de las poblaciones para reproducirse entre si y su aislamiento reproductivo
respecto de otros grupos. Sin embargo, aplicarlo al registro fosil resulta problematico
porque no podemos observar directamente si dos individuos muertos hace cientos de
miles de afos podian producir descendencia fértil. Ademas, como plantean Tagore y
Akey (2024), la evidencia genética ha demostrado que linajes humanos reconocidos

como diferentes pudieron intercambiar genes. La evidencia gendmica demuestra
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episodios de flujo génico entre poblaciones de humanos modernos, neandertales y
denisovanos, mostrando que la historia evolutiva humana incluye separacion, contacto e
hibridacion. En consecuencia, las especies no siempre funcionan como compartimentos
completamente impermeables y la propia delimitacion taxonémica depende de qué
evidencias y conceptos se utilicen.

De Queiroz (2007) propone entender las especies fundamentalmente como
linajes de metapoblaciones que evolucionan separadamente, mientras que propiedades
como el aislamiento reproductivo, la diferenciacion morfoldgica o la monofilia pueden
considerarse evidencias adquiridas durante el proceso de divergencia. Esta perspectiva
resulta especialmente util para el problema del primer humano. Una poblacion ancestral
puede ir diferenciandose durante miles de generaciones hasta que, observada
retrospectivamente, una parte posterior de ese linaje sea clasificada como Homo
sapiens. A pesar de ello, exigir que el primer individuo clasificado de esa manera haya
sido radicalmente distinto de sus padres transforma una categoria aplicada a linajes
historicos en una frontera que la evolucion no necesita producir.

Por ello, la pregunta «¢quién fue el primer humano?» contiene una presuposicion
discutible. Existieron seres humanos tempranos, y tiene sentido investigar las poblaciones
mas antiguas que pueden atribuirse razonablemente al linaje de Homo sapiens. Lo
problematico es convertir esa afirmacion poblacional en la existencia necesaria de
un individuo inaugural. Ninguna madre perteneciente inequivocamente a una especie
ancestral tuvo que dar a luz repentinamente a un bebé que cruzara por si solo una
frontera taxondmica. La evolucion modifica poblaciones a través del tiempo, no etiquetas
individuales de una generacion a la siguiente. El «primer humano» se vuelve asi comparable
a una linea dibujada por el observador sobre un proceso continuo: util para clasificar, pero
potencialmente engafosa cuando se interpreta como una ruptura ocurrida literalmente

en la naturaleza.

4. UN ORIGEN SIN INSTANTE: LOS PRIMEROS HOMO SAPIENS DE AFRICA

El registro fosil permite observar materialmente esta dificultad. Durante buena
parte del siglo XX, el origen de Homo sapiens fue presentado con frecuencia como un
acontecimiento relativamente localizado en Africa oriental hace alrededor de 200.000
anos. Los descubrimientos posteriores han vuelto mas complejo ese panorama. Los
fosiles de Jebel Irhoud (Marruecos) fueron datados en aproximadamente 315.000 afios
y atribuidos a una fase temprana del clado de Homo sapiens. Lo mas significativo no

es Unicamente su antigliedad, sino su combinacion anatomica: una cara relativamente
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moderna coexistia con una morfologia endocraneal mas arcaica (Hublin et al., 2017;
Richter et al., 2017). Por tanto, en lugar de mostrar un organismo en el que todos los
rasgos modernos aparecieron simultaneamente, Jebel Irhoud documenta una evolucion
en mosaico.

Este ejemplo dificulta cualquier intento de elegir un fosil y proclamarlo «el primer
humano». Los restos fosiles constituyen muestras extraordinariamente incompletas de
poblaciones que ya poseian largas historias evolutivas. El fosil mas antiguo conocido
de una especie no equivale al primer individuo de esa especie, del mismo modo que el
documento mas antiguo conservado sobre una ciudad no coincide necesariamente con
el primer dia de su existencia. Nuevos descubrimientos pueden ampliar hacia atras el
intervalo conocido. De hecho, el reconocimiento de Jebel Irhoud desplazo sustancialmente
la cronologia que durante décadas habia situado los primeros humanos anatémicamente
modernos principalmente en Africa oriental. El registro fésil identifica poblaciones
antiguas y combinaciones morfoldgicas; no conserva un certificado de nacimiento de
nuestra especie.

La distribucion geografica de las evidencias ha modificado también la
manera de imaginar nuestros origenes. Scerri et al. (2018) cuestionaron los modelos
excesivamente simples de un unico lugar africano de origen y propusieron considerar
poblaciones subdivididas distribuidas por diferentes regiones del continente,
conectadas de manera variable mediante flujo génico. Bajo esta perspectiva, las
caracteristicas asociadas posteriormente con Homo sapiens pudieron formarse
dentro de una red de poblaciones cuyos contactos variaron debido a transformaciones
climaticas y ecoldgicas. El origen de nuestra especie seria, por tanto, un proceso
panafricano complejo y no necesariamente la expansion de una pequefa poblacién
surgida subitamente en un punto geografico singular.

Investigaciones gendmicas recientes han reforzado la necesidad de abandonar
modelos excesivamente lineales sobre el origen de nuestra especie. Ragsdale et al.
(2023), mediante modelos demograficos aplicados a genomas africanos, encontraron
que determinados patrones de diversidad pueden explicarse a partir de poblaciones
ancestrales débilmente estructuradas y conectadas por flujo génico durante cientos
de miles de afos. Estos resultados no implican que todos los aspectos del origen de
Homo sapiens estén resueltos; por el contrario, persisten debates sobre la estructura,
localizacidony relaciones entre las poblaciones ancestrales. Precisamente esta complejidad
hace menos plausible concebir el origen de la humanidad como un cuello de botella

constituido por una Unica pareja o por un individuo inaugural. La evidencia mas reciente
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ha profundizado esta perspectiva. Como senalan Jakobsson et al. (2026), el analisis de
genomas antiguos del Africa austral aporta nuevas evidencias sobre la profundidad de la
estructuracién poblacional africana y refuerza la necesidad de comprender la evolucién
temprana de Homo sapiens a partir de historias demograficas complejas y no mediante el
supuesto de una poblacion ancestral homogénea y claramente delimitada.

La pregunta por el primer humano puede reformularse entonces de una manera
cientificamente mas productiva. En lugar de preguntar «;quién fue?», cabe preguntar
cuando y mediante qué procesos poblaciones ancestrales comenzaron a reunir las
caracteristicas que utilizamos para reconocer a Homo sapiens. Esta formulacién permite
investigar cambios craneales, dentales, genéticos, tecnologicos y conductuales sin
exigir que todos aparezcan simultaneamente. La ciencia puede establecer intervalos
cronolégicos, comparar poblaciones, reconstruir relaciones filogenéticas y modificar
clasificaciones ante nuevos descubrimientos. Lo que dificilmente puede proporcionar es el
nombre —o siquiera el esqueleto — del individuo exacto en que «comenzé la humanidad»,
porque esa exigencia presupone una discontinuidad que el propio mecanismo evolutivo

vuelve innecesaria.

5.EVA SIN ADAN: LO QUE LOS ANCESTROS GENETICOS REALMENTE SIGNIFICAN

La genética introdujo otra imagen susceptible de interpretaciones equivocas:
la denominada «Eva mitocondrial». Cann et al. (1987), al estudiar ADN mitocondrial
de individuos pertenecientes a diferentes poblaciones, reconstruyeron un ancestro
matrilineal comln situado en Africa. La expresion alcanzé enorme difusidn porque
parecia proporcionar una sorprendente correspondencia entre genética y relato biblico.
No obstante, su significado biologico es muy distinto. La Eva mitocondrial no fue la
primera mujer, no fue la Unica mujer de su época y no constituye necesariamente el
antepasado genealdgico femenino mas reciente de todas las personas actuales. Es, mas
precisamente, la mujer de la cual descienden por una cadena ininterrumpida de madres
todas las secuencias mitocondriales humanas actuales.

La diferencia puede comprenderse mediante un ejemplo genealdgico. Una
mujer puede tener numerosos descendientes durante siglos y, sin embargo, dejar de
contribuir al linaje mitocondrial si en algun punto todas sus lineas de descendencia
contindan exclusivamente a través de hijos varones. Sus genes nucleares pueden
permanecer distribuidos entre miles de personas, aunque su ADN mitocondrial deje
de transmitirse. Inversamente, otra mujer contemporanea puede mantener una linea

materna ininterrumpida hasta el presente. Cuando las lineas mitocondriales se rastrean
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hacia atras, terminan coalesciendo en una mujer; pero alrededor de ella vivieron muchos
otros hombres y mujeres que también fueron antepasados de personas actuales.
La coalescencia de un marcador genético no representa, por consiguiente, el origen
demografico de la humanidad.

Una cuestion semejante ocurre con el popularmente denominado «Adan
cromosomico-Y»: el ancestro comun por linea exclusivamente paterna de los cromosomas
Y conservados actualmente. Los estudios genéticos permiten estimar cuando convergen
esas lineas, pero sus resultados dependen de las muestras, tasas de mutacion y
modelos utilizados. Poznik et al. (2013), por ejemplo, estimaron mediante metodologias
comparables intervalos de aproximadamente 120-156 mil afos para el ancestro comun del
cromosoma Y y de 99-148 mil afios para el ADN mitocondrial en su conjunto de analisis.
Estas estimaciones han continuado refinandose con nuevos datos. Lo esencial es que
ninguno de esos individuos representa al primer hombre o a la primera mujer de Homo
sapiens, ya que son puntos de coalescencia de sistemas particulares de herencia.

Tampoco existe ninguna exigencia genética de que la Eva mitocondrial y el
Adan cromosdémico-Y hayan vivido juntos, se hayan conocido o formado una pareja.
Sus denominaciones pueden inducir precisamente esa representacion. Si nuevas lineas
mitocondriales o cromosdmicas desaparecen con el transcurso de las generaciones,
la identidad del ancestro comun reconstruido puede desplazarse hacia individuos
mas recientes; y si se descubren linajes profundamente divergentes no considerados
anteriormente, las estimaciones pueden cambiar en sentido contrario. El concepto
describe la genealogia de marcadores especificos dentro de poblaciones y no un
acontecimiento fundacional en el cual dos individuos fueron los Unicos progenitores
bioldgicos de todos los humanos posteriores.

Esta distincién permite precisar los limites entre las afirmaciones cientificas y
otras interpretaciones del origen humano. La genética puede reconstruir relaciones
de parentesco, estimar tiempos de coalescencia y estudiar cambios en el tamafo y la
estructura de las poblaciones, pero no permite identificar a un ancestro mitocondrial con
el personaje historico de una tradicion religiosa. Tampoco necesita pronunciarse sobre
el significado teoldgico de Adan, pues la nocién de «primer ser humano» puede adquirir
sentidos filosoficos o religiosos distintos del concepto bioldégico de Homo sapiens. El
problema surge cuando se pretende establecer una correspondencia directa entre
categorias procedentes de tradiciones religiosas y conceptos propios de la genética de
poblaciones. Por tanto, un «Adan bioldgico», entendido como el primer individuo de una

especie, no equivale al ancestro patrilineal comun reconstruido mediante el cromosoma Y.
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Esta dificultad, siguiendo a Zeberg et al. (2024), se extiende incluso al plano genémico, ya
que las comparaciones recientes entre humanos modernos, neandertales y denisovanos
sugieren que aquello que caracteriza genéticamente a Homo sapiens debe comprenderse
como una combinacion de rasgos, antes que como la aparicion de una unica diferencia

universal capaz de establecer una frontera bioldgica absoluta.

6. CONCLUSION

La busqueda del primer ser humano revela una paradoja producida, en gran
medida, por nuestra manera de formular la pregunta. Homo sapiens posee una historia
evolutiva y, por consiguiente, hubo poblaciones mas antiguas que otras dentro del linaje
que actualmente denominamos nuestra especie. Sin embargo, de ello no se sigue que
haya existido una generaciéon en la que progenitores inequivocamente no humanos
produjeran subitamente un hijo inequivocamente humano. La evolucion opera mediante
variacion heredable, reproduccion diferencial, flujo génico, deriva y transformaciones
poblacionales acumuladas durante numerosas generaciones. Las diferencias entre
puntos temporalmente distantes pueden ser profundas, aunque entre padres e hijos
nunca haya existido una ruptura comparable.

El registro fosil confirma esta continuidad. Jebel Irhoud muestra que hace
alrededor de 300.000 afos existian individuos en Africa con una combinacién de rasgos
modernos y arcaicos, mientras que otras evidencias africanas revelan una historia
geograficamente amplia y morfolégicamente diversa. Por este motivo, establecer una
fecha aproximada para los origenes de Homo sapiens constituye una inferencia cientifica
razonable; transformar esa fecha en el nacimiento de un individuo inaugural no lo es. El
fosil mas antiguo descubierto proporciona un limite minimo para nuestro conocimiento
actual y no la identidad del primer representante bioldgico de una especie.

La genética profundiza esta conclusion. La Eva mitocondrial y el denominado
Adan cromosomico-Y son ancestros comunes de lineas particulares de transmision
genética; por tanto, no constituyen una pareja humana originaria. Ambos coexistieron
con poblaciones formadas por muchos otros individuos, y esos contemporaneos
pudieron contribuir ampliamente al genoma de las generaciones posteriores, aunque
sus lineas estrictamente maternas o paternas se extinguieran. Confundir coalescencia
genética con origen de la especie produce una imagen radicalmente distinta de
aquello que los estudios genéticos demuestran. La humanidad actual posee ancestros
comunes, pero tener ancestros comunes no significa descender bioldgicamente de

una Unica pareja fundadora.
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La pregunta inicial — ¢tiene sentido cientifico hablar de un «primer ser humano»
individual? — puede responderse, por tanto, distinguiendo escalas. En un sentido
taxonomico convencional, es posible clasificar ciertos fosiles como los representantes
mas antiguos conocidos de Homo sapiens. En una perspectiva evolutiva estricta, en
cambio, resulta problematico identificar un individuo como el punto exacto en que una
especie ancestral dejo de existir y comenzo la nuestra. La frontera es retrospectiva y
depende de criterios taxondmicos aplicados a poblaciones separadas temporalmente.
El proceso bioldgico fue continuo, aunque nuestras categorias sean discretas. No es la
evolucién la que debe proporcionar necesariamente un primer humano inequivoco; somos
nosotros quienes necesitamos nombres para ordenar etapas de una historia continua.

El problema del «Adan bioldgico» ofrece asi una ensefianza mas amplia acerca
de la explicacién cientifica. La ciencia no siempre responde una pregunta encontrando
aquello que esta presupone; en ocasiones, progresa demostrando que la presuposicion
debe reformularse. Preguntar quién fue el primer humano supone imaginar la evolucién
como una sucesion de casillas claramente separadas. Las evidencias fosiles y genéticas
describen una cuestion diferente: poblaciones que cambian, se dividen, vuelven a
encontrarse e intercambian genes durante enormes periodos. En ese escenario, la
ausencia de un individuo inaugural no constituye una laguna que algun fosil futuro
necesariamente resolvera. Puede ser, precisamente, lo que deberiamos esperar si
nuestra especie nacié como nacen los linajes evolutivos: no en un instante, sino a través

de generaciones.
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