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PRESENTACION

Es un honor presentar el segundo numero de la Revista Cientifica Scientia Agricolis Vita,

una publicacion de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn
(UANL). Esta revista se ha consolidado como un espacio académico dedicado a la difusion

de investigaciones innovadoras y desarrollos significativos en el dmbito de las ciencias

agrondémicas.
En este segundo numero, reafirmamos nuestro compromiso con la excelencia cientifica
y el avance del conocimiento en nuestra disciplina. Los articulos que componen esta

edicion abarcan una amplia gama de temas, desde estudios sobre la mejora genética de
cultivos y el manejo sostenible de recursos naturales, hasta investigaciones sobre nuevas

tecnologias agricolas y su impacto en la productividad y la sostenibilidad.
Cada uno de estos trabajos ha sido seleccionado por su rigor metodoldgico y su
conftribucion significativa al campo de la agronomia. Agradecemos profundamente a los
autores por compartir sus hallazgos y a los revisores por su meticuloso trabajo en asegurar la
calidad y relevancia de los contenidos. También extendemos nuestro agradecimiento a la

comunidad académica y profesional por su continuo apoyo y confianza en nuestra revista.

Esperamos que los articulos presentados en este niUmero no solo aporten conocimiento,
sino que también inspiren nuevas investigaciones y practicas que promuevan el desarrollo
sostenible de la agricultura. Estamos convencidos de que la colaboracion y el intercambio
de ideas son fundamentales para enfrentar los desafios actuales y futuros en el dmbito

Dra. Guadalupe Gutiérrez Soto
Editora en Jefe

agronémico.
https://agricolis.uanl.mx
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Resumen: Introduccién: El estudio de los combustibles forestales permite definir estrategias precisas de manejo del fuego en zonas
forestales. Sin embargo, existe incertidumbre acerca del nivel de precisién de los inventarios de combustibles y del nimero suficiente
de lineas de muestreo al aplicar la técnica de intersecciones planares. Objetivo: Determinar la carga de combustibles forestales en un
bosque de Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl del municipio de Motozintla de Mendoza, Chiapas, aplicando diferentes esquemas de
muestreo (numero de lineas) que permita mayor precision y rigor estadistico. Metodologia: Se aplicd la técnica de intersecciones
planares para determinar las cargas de combustibles lefiosos y hojarasca, estableciendo de 5 a 40 lineas de muestreo. Resultados: El
mejor esquema de muestreo fue el de 40 lineas ha! para la carga total de combustibles forestales lefiosos y de hojarasca. De los cuatro
sitios evaluados, el sitio 3 mostré mayor acumulaciéon de combustibles lefiosos (56.44 + 5.01 t ha) y el sitio 1 (19.71 + 2.47 t ha™!) para
combustibles de hojarasca. Conclusiones: Es importante mantener el esquema minimo de 40 lineas ha!, dado a que, a medida que
se incrementa el niumero de transectos lineales, se reduce la desviacion estandar y el error de muestreo.

Palabras clave: carga de combustible; intersecciones planares; esquemas de muestreo; incendios forestales.

Sampling strategies for forest fuel inventory in a Pinus oocarpa forest Schiede ex Schltdl.

Abstract: Introduction: The forest fuels study allows us to define precise fire management strategies in forest areas. However, there
is uncertainty about the level of precision of fuel inventories and the sufficient number of test lines to apply the planar intersection
technique. Objective: Determine the forest fuel load in a forest of Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl of the municipality of Motozintla
of Mendoza, Chiapas, applying different sampling schemes (number of lines) that allow greater precision and statistical rigor. Meth-
odology: The planar intersection technique was applied to determine the loads of woody and leaf litter fuels, establishing 5 to 40 test
lines. Results: The best monitoring scheme was 40 lines ha™! for the total load of woody and leaf litter fuels. Of the four sites evaluated,
site 3 showed the highest accumulation of woody fuels (56.44 + 5.01 t ha') and site 1 (19.71 + 2.47 t ha') for leaf litter fuels. Conclu-
sions: It is important to maintain the minimum scheme of 40 lines ha-, given that, as the number of linear transects increases, the

standard deviation and measurement error are reduced.

Keywords: fuel load; planar intersections; sampling schemes; forest fires.

1. Introduccion

Uno de los elementos esenciales para que ocurra un incendio es el combustible forestal, el cual se define como el
material vegetal o la biomasa producida por los arboles (Walker et al., 2020) que puede arder, al ser expuesto a una
fuente de calor (Najera, 2015). Esto es, la biomasa de plantas vivas y muertas, ademas de otra materia organica en el
bosque, que puede encenderse y alimentar el proceso de combustion (Barrios-Calderdn et al., 2018). Los combustibles
acumulados en las areas forestales son el factor fundamental para la propagacion de un incendio, siendo el tinico com-
ponente del tridngulo del fuego (exceptuando el calor y el oxigeno) que puede ser controlado e incluso manejado por el
hombre (Rodriguez-Trejo et al., 2020).
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Los combustibles forestales son elementos criticos en muchas de las actividades de planificacién y gestion de
incendios forestales (Keane y Wagtendonk, 2001). Estos permiten evaluar diversos factores como el riesgo, peligro, in-
tensidad y frecuencia, vinculados a la presencia de incendios forestales en un determinado ecosistema (Flores-Garnica
et al., 2018). La necesidad de aplicar medidas preventivas y manejar el material combustible acumulado en cualquier
tipo de ecosistema conduce a la realizacién de inventarios de combustibles forestales (Madrigal et al., 2017). La caracte-
rizacién y cuantificacién de los combustibles forestales es un aspecto de fundamental importancia para la prediccién
del comportamiento del fuego, la evaluacién de sus efectos ecologicos y la toma de decisiones de manejo (Flores-Garnica
et al., 2018; Quiroga-Palacio y Santiago Villa, 2019; Rodriguez et al., 2024), sin embargo, existe incertidumbre sobre la
precision de las técnicas de estimacion del material combustible en cualquier ecosistema forestal.

Los estudios relacionados con los incendios forestales y las actividades operativas actuales tienen un desafio co-
mun en la cuantificacion de los combustibles, ya que la carga de combustible varia en todo el ecosistema (Chen et al.,
2017). Algunos inventarios de combustibles utilizan un niimero limitado de lineas de interseccién ocasionando sesgos
o tendencias lejanas a la realidad, mientras que en otros inventarios se puede sobreestimar la informacién cuando el
numero de linea se excede a lo necesario, incrementando con ello los esfuerzos de campo y desgastando recursos que
quiza no sean necesarios. Es por ello que el presente trabajo intenta definir el nimero de sitios o lineas de interseccién
planar que sea representativo para muestrear la superficie de una hectarea en cuatro zonas de bosque de Pinus oocarpa
Schiede ex Schltdl. del municipio de Motozintla de Mendoza, con el menor porcentaje de error posible y que indique
con mayor precision la cantidad promedio de combustibles presentes en esa porcién de terreno. Con esto, la contribu-
cion al estado del conocimiento esta encaminada a sentar las bases técnicas y metodologicas sobre el nimero adecuado
de lineas de interseccion planar que se debe aplicar en futuros inventarios de combustibles, tomando en cuenta que se
tendra un menor porcentaje de error posible. De esta manera, el objetivo del presente estudio es determinar la carga de
combustibles forestales en cuatro bosques de Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. del municipio de Motozintla de Mendoza,
Chiapas, aplicando diferentes esquemas de muestreo para definir el nimero de lineas que permita mayor precision y
rigor estadistico, al momento de ubicar las zonas potenciales a incendios forestales. Para ello, se plantean las hipotesis:
i) no se presentan diferencias en cuanto al niimero de lineas adecuado para la determinacion de la carga de combustibles
lenosos y hojarasca y ii) la carga de combustibles forestales y hojarasca no muestran diferencias significativas en los
cuatro sitios evaluados.

2. Materiales y Métodos

Area de estudio.

El estudio se realiz6 en el municipio de Motozintla de Mendoza (15° 22. N y 92° 15. W), ubicado a una altitud de
1300 msnm en el sureste del estado de Chiapas dentro de la region Sierra Madre de Chiapas, México. Los climas predo-
minantes en Motozintla de Mendoza son los climas calidos himedos con abundantes lluvias en verano (Am), calidos
subhtimedos con lluvias en verano A(wl) y templados-hiimedos con abundantes lluvias en verano C(m). El rango de
precipitacién media anual es de 1000 a 4500 mm, mientras que la temperatura que prevalece es de 12 a 26 °C (CONA-
GUA, 2011). Se seleccionaron para el presente estudio las zonas de pinares localizadas al noreste del poligono del mu-
nicipio, especificamente un bosque de Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl.

Diseiio de muestreo.

Se establecieron cuatro sitios del bosque de Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. con caracteristicas homogéneas (ro-
dales) distribuidas de norte a sur: sitio 1 (15°21’51” N, 92°16’38”, 1493 msnm) sitio 2 (15°21'49” N, 92°16’37”, 1530
msnm), sitio 3 (15°21'47” N, 92°19'35”, 1572 msnm) y sitio 4 (15°2149” N, 92°19’32”, 1608 msnm). En cada sitio, se
delimité una superficie de 1 ha' orientada con respecto al norte geografico, permitiendo con ello mayores facilidades
en las actividades de medicién y ubicacion de los transectos lineales dentro de cada parcela experimental. Utilizando
un muestreo sistematico, en cada sitio se ubicaron un total de ocho transectos estableciendo cinco lineas de 20 m por
cada transecto, con una separacion entre lineas de 10 m siguiendo un rumbo franco al norte. En total se obtuvieron 40
lineas en cada sitio, haciendo un total de 160 lineas en toda el area muestreada, estas cubren perfectamente un area de
estudio total de 40,000 m?, que corresponde a 10, 000 m? para cada sitio. Los criterios para delimitar el drea de estudio
consisten en mantener todos los atributos de densidad, mezcla de especies, altura y didmetro dominantes que el resto
del rodal.
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Meétodo

Para estimar la carga de combustibles forestales se utilizd la técnica de intersecciones planares, descrita por Brown
(1974) y adaptada por Sanchez y Zerecero (1983). De acuerdo con la técnica de intersecciones planares, la medicién de
los combustibles lefiosos representa el corte virtual de un plano vertical sobre los materiales, representado por la linea
de muestreo y que en el terreno se delimitd extendiendo una cuerda de 20 m seccionada a 1, 4, 10 y 20 m. Las particulas
lenosas que fueran intersecadas en la linea cuya clase diamétrica son de 0 a 0.6 cm (combustibles de 1 h) y de 0.6 a 2.5
cm (combustibles de 10 h) se registraron en el primer metro de la linea, las particulas con clase diamétrica de 2.5 a 7.5
cm (combustibles de 100 h) se midieron en los primeros cuatro metros de la linea y finalmente en el total de la linea de
interseccidn planar se midieron las particulas lefiosas con didmetros mayores a 7.5 cm que corresponden a los combus-
tibles de 1000 h (Figura 1).
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06a25cm
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ia linea de interseccion pianar.

Figura 1. Division de las lineas de muestreo establecidas en cada uno de los cuatro sitios de estudio para la caracterizacion y cuanti-
ficacién de combustibles forestales.

Variables medidas

a) Caracterizacion del arbolado. En cada sitio establecido, se midieron las variables dasométricas: altura, diametro
normal, densidad de arbolado, area basal y otros indices reportados en otro estudio.

b) Combustibles lefiosos. Los combustibles finos con diametro menor a 2.5 cm (0 a 0.6 cm y 0.6 a 2.5 cm) y media-
nos (de 2.5 a 7.5 cm) se contabilizaron utilizando un calibrador hecho de cartén que funciona como un vernier con las
dimensiones estandar de cada categoria de combustibles finos y medianos. Por su parte, los combustibles de con dia-
metro >7.5 cm (firme y podrido) se consideraron a lo largo de los 15 metros, es decir en toda la linea de muestreo. La
cuantificacion de esta categoria de combustibles se realizé midiendo el didmetro de la troza interceptada por la linea de
muestreo, mediante el uso del flexémetro. El registro se realizo midiendo ramas o trozas con diametros mayores a 7.5
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cm que no presentaran pudriciones (firme), separando de las que si presentaran algiin grado de putrefaccion. Los dia-
metros obtenidos se elevaron al cuadrado y se realizo la sumatoria parcial de didmetros por linea de muestreo, poste-
riormente, se realiz6 la sumatoria total para cada sitio de muestreo.

La cuantificacion total de combustibles se realizé mediante la suma de los promedios de cada categoria diamétrica
de combustibles. Para poder efectuar los calculos de cada categoria diamétrica o tamafio de clase, se emplearon las
férmulas descritas por Sanchez y Zerecero (1983), tal y como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Modelos matematicos empleados para el calculo de la carga de combustibles forestales (Brown, 1974).

Clase de combustible

C Férmula
(diametro en cm)

0-0.6 P =(0484xf xc)/(N 1)
0.6-25 P=(3369xfxc)/(N=x1)
25-75 P =(36.808xf xc)/(N *1)

> 7.5 (sin pudricién) P = (146 xd?*c)/(N *1)
>7.5 (con pudricion) P=(1.21%d?xc)/(N *1)

Donde: P = Peso de los combustibles, expresado en toneladas/hectareas (t/ha); f = Frecuencia o numero de intersecciones; ¢ = Factor de correccién de
pendiente del terreno; d2 = Suma de los cuadrados de los didametros de las ramas y trozas > a 7.5; N = Numero de lineas; I = Longitud total de la linea
de muestreo o suma de las longitudes de las lineas dado en pies lineales. (1 m = 3.28 pies) (2 m = 6.56 pies) (4 m = 13.12 pies) (7 m = 22.96 pies)

Dado a que la topografia de los sitios de estudio es irregular, se aplicé un factor de correccion de la pendiente, refiriendo
esta a una base horizontal. Para ello se utiliz6 la siguiente férmula:

1+ (% pendiente)?
B 100

b) Combustibles de hojarasca. La cuantificacion de hojarasca superficial y en fermentacion incluye todo el material
acumulado por caida natural de los diferentes estratos vegetales del area estudiada, principalmente esta conformada
por aciculas de pino de las especies mas representativas de la zona. En los cuadros de 0.25 m? se evalud la profundidad
del mantillo con el uso de un flexdmetro, midiendo el perfil de las capas organicas, desde la superficie hasta el limite
con el suelo mineral. Esta medicion se efectu6 a los 5, 10, 15 y 20 m de longitud de cada linea de muestreo. De todas las
lineas de muestreo ubicadas en cada sitio, se obtuvieron las profundidades promedio. Para la cuantificacién de mantillo
organico, se tomo en cuenta el valor de la profundidad de hojarasca y humus en todas las lineas de muestreo, haciendo
una correlacidon entre profundidad promedio y peso seco de la hojarasca para cada sitio establecido. La hojarasca se
midié en funcién a su peso en t ha'. Las colectas realizadas en campo con bolsas de polietileno fueron llevadas a labo-
ratorio para someterlas a secado con una estufa a temperatura de 105°C durante 24 horas. El promedio del peso seco de
la hojarasca se multiplica por el peso total del material colectado en el metro cuadrado. Los datos obtenidos se extrapo-
laron para referirlos a una hectarea y asi obtener la cantidad de hojarasca existente en t ha-.

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos al utilizar los esquemas de muestreo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 lineas de muestreo por
hectarea fueron procesados para calcular la media y desviacion estandar por cada esquema, adicionalmente se estimé
el error de muestreo considerando una confiabilidad del 95%. La seleccidn de los mejores esquemas de muestreo se baso
en los que menores desviaciones estandar y error de muestreo exhibieron. Posteriormente,

se realizo el ANOVA y comparacion de medias por Tukey-Kramer para determinar diferencias significativas
entre los sitios evaluados para cada una de las variables definidas.

3. Resultados

Caracterizacion arborea

En el sitio 1 se encontraron 302 drboles de los cuales 207 correspondieron a Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. y los
95 arboles restantes fueron de Pinus maximinoi H. E. Moore. El diametro promedio del rodal corresponde a 34 cm, una
altura de 16 m y un area basal de 18.9 m? correspondiendo un aporte promedio de combustibles forestales por arbol de
0.172 toneladas. En el sitio 2 se encontraron 249 arboles, de los cuales 134 arboles son de Pinus oocarpa y 115 arboles
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restantes de Pinus maximinoi. El diametro promedio del rodal fue de 31 cm, con altura media de 19.5 m y un area basal
de 17.3 m?, teniendo que cada arbol aporta un promedio de 0.193 tonealadas de biomasa. Para el caso del sitio 3, se
encontraron 274 arboles de los cuales 260 correspondieron a Pinus oocarpa y los 14 arboles restantes fueron de Pinus sp.
y Quercus sp. El diametro promedio del rodal corresponde a 36.5 cm, una altura de 19.6 m y un area basal de 21.5 m2. El
aporte promedio de combustibles forestales por arbol en este sitio fue de 0.205 toneladas. Finalmente, en el sitio 4 el
numero total de arboles encontrados fue de 315, de los cuales 240 arboles fueron de Pinus oocarpa, 32 arboles de Pinus
maximinoi y 43 arboles de Pinus sp. El didmetro promedio del rodal corresponde a 24 cm, con altura promedio de 14.6
m y un area basal de 13.9 m?, con ello el aporte de combustibles forestales de cada arbol corresponde a 0.130 toneladas.

Combustibles forestales lefiosos

La carga total de combustibles forestales lefiosos mostrd el valor minimo de 41.22 t ha'! de combustibles corres-
pondiente al sitio 2, mientras que el valor maximo encontrado pertenece al sitio 3 fue de 56.44 t ha', utilizando de 5 a
40 lineas de muestreo por hectarea dentro de los cuatro sitios de estudio (Cuadro 2).

Cuadro 2. Esquemas de muestreo para estimar la carga total de combustibles forestales en los cuatro sitios evaluados.

No. Lineas ha! Car(gtahl:le):dla D.E (t ha?) mf;;;i:io %)
Sitio 1
5 51.86 4.2 187
10 53.06 3.52 111
15 52.96 3.33 86
20 53.34 3.35 75
25 53.02 3.13 62
30 52.43 3.2 58
35 52.18 3.08 52
40 52.11 2.94 46
Sitio 2
5 47.62 1.16 51
10 48.21 1.48 46
15 42.99 2.49 56
20 42.45 2.7 54
25 42.02 3.01 55
30 41.55 3.03 51
35 41.22 3.07 48
40 46.73 2.24 46
Sitio 3
5 52.95 4.47 169
10 52.27 5.86 155
15 54.03 5.88 125
20 55.07 5.91 102
25 55.55 5.54 80
30 55.74 5.22 65
35 56.3 5.07 46
40 56.44 5 39
Sitio 4
5 45.12 1.82 81
10 44.57 2.32 73
15 43.57 2.53 65
20 42.99 2.49 56

25 42.45 2.7 54
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30 42.02 3.01 55
35 41.55 3.03 51
40 41.22 3.07 48

Para el caso de los sitios 1, 3 y 4, se observd que el menor error de muestreo y desviacion estandar se obtuvo al
utilizar el muestreo con las 40 lineas por hectarea. En estas 40 lineas el sitio 1 muestra una media de 52.11 t ha' de
combustibles forestales con una desviacion estandar de 2.94 y un error de muestreo del 46 %, el sitio 4 presenta una
media de 41.22 t ha' de combustibles forestales, desviacion estandar de 3.07 con un error de muestreo de 48% y el sitio
3 presenta una media de 56.44 t ha! con desviacion estandar de 5 y error de muestreo correspondiente al 39% (Cuadro
2). El sitio 2 presenta un menor error de muestreo y desviacidon estandar con el esquema de muestreo de 10 lineas,
obteniendo un promedio de 48.21 t ha! de combustibles forestales, con una desviaciéon estandar correspondiente a 1.48
y un error de muestreo del 46% (semejante al del sitio 1).

El analisis de varianza muestra que existen diferencias significativas en la carga promedio de combustibles totales
para las 40 lineas establecidas dentro de los sitios de estudio (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de cajas que muestra la comparacion de la carga de combustibles totales en los cuatro sitios evalua-
dos (carga media + Desv. Std).

En el cuadro 3 se presentan los valores promedio obtenidos del total de combustibles forestales, el valor mas alto
corresponde al sitio 3 con una carga promedio de 56.44 + 5.01 t ha!, mientras que la carga mas baja se encontré en el sito
4 con un promedio de 41.22 + 3.07 t ha'.

Cuadro 3. Valores promedio de la carga de combustibles totales obtenidos en cada sitio evaluado + su desviacion estan-
dar (Desv. Std.). Letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de Tukey-Kramer, P<0.05).

Sitio No.de  Carga Desv. Error de Suma de Estadistico valor P
Lineas  Media Std muestreo (%) Cuadrados Fsnse
Sitio 1 40 52.11b 2.94 46.5 5226.13 134.12 <0.0001
Sitio 2 40 46.73 ¢ 297 47
Sitio 3 40 56.44 a 5.01 79

Sitio 4 40 41.22d 3.07 48.5
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Combustibles forestales de hojarasca
La cuantificacion de los combustibles conformados principalmente por aciculas de Pinus sp., mostraron 7.65 t ha-
1 como valor minimo en el sitio 2 y el valor maximo encontrado en el sitio 1 que corresponde a 19.79 t ha! utilizando

desde 5 a 40 lineas de muestreo por hectarea de los cuatro sitios evaluados (Cuadro 4).

Cuadro 4. Esquemas de muestreo para estimar la carga total de combustibles lefiosos en los cuatro sitios evaluados.

, ] Carga media ) Error de
No. Lineas ha (t ha) D.E (t ha) muestreo (%)
Sitio 1
5 16.59 4.22 189
10 18.12 3.41 107
15 18.43 3 77
20 18.93 2.79 62
25 19.32 2.77 55
30 19.57 2.62 47
35 19.79 2.52 42
40 19.71 247 39
Sitio 2
5 14.6 2.11 94
10 14.32 1.66 52
15 14.35 1.54 40
20 7.95 1.17 23
25 7.84 1.3 24
30 7.73 1.27 21
35 7.65 1.35 21
40 13.42 2.24 35
Sitio 3
5 15.37 2.75 123
10 15.81 2.77 87
15 14.86 3.39 87
20 15.16 3.3 73
25 15.29 3.04 61
30 15.44 2.93 53
35 15.49 2.79 47
40 15.55 2.73 43
Sitio 4
5 9.08 0.83 37
10 8.79 0.85 27
15 8.4 1 25
20 8.27 1.02 23
25 7.95 1.17 23
30 7.84 1.3 24
35 7.75 1.29 21
40 7.67 1.35 21

En el sitio 2 al utilizar el esquema de muestreo con 30 lineas por hectarea, se obtuvo un promedio de combustibles
de hojarasca de 7.73 t ha! con una desviacion estandar de 1.27 tha' y un error de muestro del 21%, los cuales resultaron
ser los mas bajos respecto a los demas esquemas de muestreo. Para el caso del sitio 4, el esquema de muestreo mas
adecuado resulto ser el de 35 lineas por hectarea, para el cual se obtuvo un promedio de combustibles de hojarasca de
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7.75 t ha' con una desviacion estandar de 1.29 t ha' y un error de muestro del 21%. En los sitios 1 y 3, se observé que el
menor error de muestreo y desviacion estandar se obtuvo utilizando las 40 lineas por hectarea. En estas 40 lineas, el
sitio 1 muestra un promedio de 19.71 t ha'! de combustibles de hojarasca con una desviacion estandar de 2.47 y un error
de muestreo del 39 %, mientras que el sitio 3 presenta una media de 15.55 t ha con desviacion estandar de 2.73 y error
de muestreo correspondiente al 43% como se observa en el cuadro 4.

El analisis de varianza muestra que existen diferencias significativas en la carga promedio de combustibles de
hojarasca entre los sitios evaluados, teniendo mayor acumulacion en el sitio 1 y la carga de combustibles mas baja en el
sitio 4 (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de cajas que muestra la comparacion de la carga de combustibles de hojarasca en los cuatro
sitios evaluados (carga media + Desv. Std).

En el cuadro 5 se presentan los valores promedio obtenidos del total de combustibles forestales, el valor mas alto
corresponde al sitio 1 con una carga promedio de 19.71 + 2.47 t ha!, mientras que la carga mas baja se encontro en el
sitio 4 con un promedio de 7.67 + 1.35 t ha™.

Cuadro 5. Esquemas de muestreo para estimar la carga total de combustibles de hojarasca en los cuatro sitios evaluados.

Sitio No. de Carga Desv. Error de Suma de Estadistico valor P
Lineas Media Std muestreo (%) Cuadrados Fs/156
Sitio 1 40 19.71a 247 39.1 3025.82 196.66 <0.0001
Sitio 2 40 1342 ¢ 2.24 354
Sitio 3 40 15.55b 2.72 43.1
Sitio 4 40 7.67 d 1.35 21.3

4. Discusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permiten rechazar la hipétesis que sefiala que no se presen-
tan diferencias en el numero de lineas adecuado para la determinacion de la carga de combustibles lefiosos y hojarasca,
dado a que se presentan diferencias en el error de muestreo, el cual disminuye a medida que incrementa el nimero de
lineas que se emplean en cada sitio (a excepcion del sitio 2 en la evaluacion de hojarasca donde el empleo de 30 o 35
lineas de interseccidn planar resulta mas viable que el uso de 40 lineas).
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Los resultados encontrados en este estudio son imprescindibles y denotan un primer esfuerzo para entender el
rigor estadistico al momento de realizar el inventario de combustibles forestales, evitando con ello errores de muestreo
que se reflejen en resultados atipicos. Sin duda, la técnica de levantamiento mas utilizada para los combustibles muertos
es la de intersecciones planares in situ, descrita por Brown et al. (1982) y aplicada recientemente por diversos autores
(Rodriguez-Trejo et al., 2020; Ruiz-Corzo et al., 2022; Aguilar-Herrera, 2023; Barrios-Calderon et al., 2024), mediante la
cual se estima su volumen por procedimientos rapidos y sencillos, con posibilidad de utilizarse en cualquier tipo de
bosque (Bautista et al., 2005). La finalidad de conocer el nimero adecuado de lineas de interseccion planar en un sitio
de muestreo se deriva de la necesidad de reducir esfuerzos de campo en los inventarios de combustibles forestales. En
el presente estudio se ha comprendido la variabilidad que puede existir entre un sitio y otro, por ello, el nimero de
lineas de interseccion planar a utilizar también debera ser acorde a las condiciones de cada sitio evaluad y las variables
dasométricas influyentes en su productividad (Lopez-Lopez et al., 2024).

La estimacién de la carga de combustibles y las técnicas para su adecuado manejo, constituyen una herramienta
de prevencién de incendios que ha cobrado importancia en México y algunos paises (Hyde et al., 2011; Flores-Garnica,
2021). Existen diversos estudios orientados a la cuantificacién de combustibles forestales a nivel internacional como el
de Mota (2005) en Brasil donde establece modelos de combustibles forestales. En Estados Unidos, Flores (2001) realizé
el “Modeling the spatial variability of forest fuel arrays”, donde con el uso de técnicas geoestadisticas disefia un modelo
de variabilidad espacial de combustibles forestales, partiendo de un inventario en campo. Los trabajos de evaluacion
de combustibles forestales como los de Warren y Olsen (1964), Van Wagner (1968) y Brown (1971, 1974), han sido la
base para los realizados en nuestro pais.

En México, recientemente se han aplicado diferentes estrategias de muestreo que permitan eficientizar el calculo
de la carga de combustibles, empleando métodos estadisticos que permitan delimitar el tamano del sitio y niimero
adecuado de lineas de interseccion, para la evaluacion de material lefioso caido y hojarasca (Bautista et al., 2005, Morfin
et al., 2007, Chavez Duran, 2016). Diversos estudios como el de Najera y Hernandez (2006) realizado en El Salto Durango
es un antecedente importante en cuanto a la metodologia a aplicar en esta investigacion, obteniendo que el niimero de
lineas adecuado para estimar la carga de combustibles lefiosos fue de 25 lineas. A partir de ahi, ya es posible definir el
numero de lineas a establecer en todas las zonas a evaluar en ese tipo de bosques templados. Si bien es cierto, que el
numero de lineas y sitios de muestreo, dependera de la estructura y composicion arbdreas (Lopez-Lopez et al., 2024),
Calleja-Peldez (2020) asevera que los estudios de combustibles forestales no toman en cuenta un criterio estadistico para
definir el tamafio de la muestra, no obstante, esta investigacion aplicada a un bosque templado monoespecifico de Pinus
oocarpa denota un criterio estadistico que considera un mayor nimero de lineas de interseccion planar, lo cual permite
que la precisién en los calculos aumenten, mientras que el error de muestreo disminuye.

5. Conclusiones

De manera general, el uso de 40 lineas de muestreo por hectarea garantiza mayor precisién en el muestreo de
combustibles forestales. Es por ello que, a medida que se siga incrementando el nimero de lineas por hectarea, el error
de muestreo tiende a reducirse en los sitios y clases de combustibles que mostraron mayor precision con este nimero
de lineas de interseccién planar.
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Abstract: La produccién enzimatica de CMCasas, avicelasas, xilanasas, amilasas y lacasa un co-cultivo de Trametes maxima CU1 y
Pycnoporus sanguineus CS2 fue evaluada en medios de cultivo sumergidos a base de residuos agroindustriales. Los resultados mos-
traron una sinergia en la produccién de diversas enzimas, incluyendo CMCasas, avicelasas, xilanasas, amilasas y lacasas, cuando se
utilizaron diferentes combinaciones de sustratos y suplementos. Si bien, se esperaba encontrar una solo condicién para la maxima
produccién enzimaética, en el tratamiento 4 se cuantificaron los mayores titulos de amilasas (445 Ul") y B-D-glicosidasa (1249 Ul").
Los mayores titulos de CMCasas (1983 Ul!) se presentaron en el medio Tx 5, mientras que los maximos niveles de avicelasas se
detectaron en en medio Tx1(890 Ul"). En el tratamiento Tx8 se presentd la mejor produccién de xilanasas (837 Ul!). Con respecto a
la produccién de lacasa, el mejor medio fue Tx9 con 142 Ul-\. Todas las hidrolasas mostraron una maxima actividad a 70 °C, que
retienen a los 90 °C. Estos resultados nos permiten concluir que el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2
es una alternativa en la obtencién de adyuvantes enzimaticos de bajo costo, con aplicaciones prometedoras en diversas industrias.

Palabras clave: bioeconomia circular; cascaras de citricos; valorizacion

1. Introduccion

Los co-cultivos de basidiomicetos han emergido como una estrategia prometedora para la valorizacion de resi-
duos agricolas, tal como lo evidencian diversos estudios (Sarris et al., 2020). Bajo estas condiciones de crecimiento, la
degradacion y metabolizaciéon de los sustratos se ven potenciadas por la actividad metabdlica conjunta de diferentes
microorganismos dentro del mismo cultivo (Bader et al., 2010). A diferencia de los mono-cultivos, los co-cultivos de
hongos de distintas especies se consideran una alternativa para potenciar la produccién de metabolitos y enzimas,
estimandose que pueden aumentar el rendimiento y la eficacia en la obtencién de enzimas (Brijwani, et al., 2010).

El cultivo conjunto de dos especies de hongos en un entorno con limitaciéon de nutrientes y condiciones ambien-
tales especificas favorece su interaccion, la cual puede ser de tipo antagonista o sinergista dependiendo de su natura-
leza. En el antagonismo, los hongos producen metabolitos que inhiben el crecimiento de la otra especie presente en el
co-cultivo. En contraste, el sinergismo se caracteriza por una interaccién positiva en la que ambos hongos se benefi-
cian mutuamente (Intasit et al., 2021).

Las evidencias sobre la efectividad de los co-cultivos destacan su simplicidad y eficiencia, ya que no requieren
de manipulaciones genéticas complejas ni del uso de reactivos quimicos inductores costosos (Reyes et al., 2020). Ade-
mas, el uso de diversas especies de hongos en un tnico cultivo permite la obtencion de extractos enzimaticos ricos en

diferentes tipos de enzimas, tales como celulasas, xilanasas y enzimas modificadoras de lignina (da Silva et al., 2022).
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Las fermentaciones con cultivos mixtos también permiten aprovechar sustratos econémicos e impuros. En la
practica industrial, se opta por el sustrato econdmico, que frecuentemente es una mezcla de varios materiales lignoce-
lulésicos. En el procesamiento de biomasa, un cultivo mixto que degrade tanto la celulosa como el almidén y el azticar
es mas eficiente. La combinaciéon de hongos celuloliticos y levaduras que consumen almidén y azticar conlleva a un
proceso mas efectivo, produciendo una mayor cantidad de producto en menos tiempo (Harrison et al., 1978).

El uso de diferentes especies fungicas en co-cultivos puede potenciar la actividad de diversas enzimas lignocelu-
l6sicas, resultando en una mayor produccion. Gutiérrez et al. (1999) demostraron que la combinacién de especies de
Trichoderma y Aspergillus incrementa la velocidad y el grado de hidrdlisis de los sustratos en los que se cultivan, mejo-
rando asi la capacidad celulolitica. Hongos como Pleurotus ostreatus han demostrado tener buen sinergismo con otros
hongos basidiomicetos aumentando la produccién de lacasas en el co-cultivo (Velma y Madamwar, 2002; Baldrian,
2004; Dwivedi et al., 2011).

Con base en lo anterior, la presente investigacion evalta el efecto del co-cultivo de Trametes maxima CI 1y
Pycnoporus sanguineus CS2 en la produccion enzimatica utilizando residuos agroindustriales, asi como el efecto de la

temperatura sobre la actividad enzimatica.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos
Todos los reactivos y sustratos empleados en la presente investigacion fueron adquiridos a la empresa Sigma-
Aldrich (USA). Los medios de cultivo utilizados fueron de la marca MC de Lab (México).

2.2. Material biolégico e inoculo

Las cepas fangicas utilizadas en este estudio fueron Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2. Estas ce-
pas son conservadas mediante resiembras periddicas en medio papa dextrosa agar (PDA) en el laboratorio de Ciencias
Naturales de la Facultad de Agronomia.

Para la preparacion del indculo, se cultivaron las cepas en 100 ml de medio caldo papa dextrosa a 28 °C durante
siete dias. La siembra se realizé con dos discos de 0.5 cm de didmetro provenientes de un cultivo de 5 dias de creci-
miento. En el caso de los tratamientos con co-cultivo, se adiciond un disco de cada cepa. Los cultivos se homogeniza-
ron utilizando una licuadora Oster® (México) durante tres ciclos de 30 segundos.

2.3. Material vegetal y medio de producciéon

Los residuos agroindustriales utilizados fueron obtenidos de comercios e industrias del drea metropolitana de
Monterrey. Los tratamientos se establecieron en 100 ml de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio 60 mM a
pH 6.0, suplementada con un mililitro de solucién de elementos traza 100x (FeSO4 1.0 g/l, ZnSO4 2.8 g/ly CaClz 3.3
g/1). Los sustratos agroindustriales o combinaciones de ellos (Tabla 1) fueron agregados a la soluciéon amortiguadora.
Los medios se esterilizaron a 121 °C durante 30 minutos durante tres dias consecutivos. Finalmente, fueron inocula-
dos con 1 ml del in6culo homogeneizado obtenido de un cultivo de 5 dias, como se describe en la seccién 2.2.

2.4. Actividades enzimaticas

2.4.1. Actividad lacasa fue determinada siguiendo el método de Abadulla et al. (2000), utilizando 2,6-
dimetoxifenol (DMP) como sustrato. La mezcla de reaccidén consistié en 2 mM de DMP en acetato de sodio 200 mM
ajustado a pH 3.5. La absorbancia fue medida a 468 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis Shimadzu 1800 (Japdn).

2.4.2. Actividad carbohidrolasa

La actividad de las carbohidrolasas se determind mediante el método de azticares reductores reportado por Mi-
ller (1959). La mezcla de reaccion consistié en 500 ul de buffer citrato de sodio 50 mM ajustado a pH 5.0, 300 pl del
sustrato correspondiente al 1% (p/v) y 200 ul de la muestra. Los sustratos utilizados fueron almidén, Avicel®, carbo-
ximetilcelulosa (CMC), D-(+)-celobiosa, xilano y pectina para determinar las actividades enzimaticas amilasas, avice-
lasas, carboximetilcelulasas (CMCasas), B-D-glucosidasas, xilanasas y pectinasas, respectivamente. La mezcla de reac-
cion se incub6 a 60 °C durante 15 minutos.

Para el calculo de las unidades de enzima, fueron tomados 100 ul de la mezcla de reaccién al tiempo 0 y al final
de la incubacioén. Estas alicuotas se colocaron en tubos con 100 pl del reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS) para la
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determinacién de aztcares reductores. Las mezclas fueron hervidas durante 5 minutos y luego se colocaron en un
bano de hielo durante 5 minutos. Fue agregado 1 ml de agua bidestilada antes de la lectura espectrofotométrica a 517
nm. Las curvas de calibracion utilizadas fueron de glucosa, xilosa y acido D-galacturénico en un rango de 0 a 1 mg.
Una unidad de enzima (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 pmol de glucosa, xilano
o0 acido D-galacturénico por minuto. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a 25 °C.

Tabla 1. Sustratos utilizados en mono y co-cultivo

Tratamiento Sustrato(s)

Tx1 Paja de trigo (0.5%)

Tx2 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Naranja (5 %)
Tx3 Cascara de Naranja (5 %)

Tx4 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Toronja (5 %)
Tx5 Cascara de Toronja (5 %)

Tx6 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Mandarina (5 %)
Tx7 Cascara de Mandarina (5 %)

Tx8 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Cacahuate (5 %)
Tx9 Cascara de Cacahuate (5 %)

2.5 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de las carbohidrolasas fue utilizada la reaccion de azu-
cares reductores descrita en la seccion 2.2, la cual fue incubada a 25, 50, 60, 70 y 80 °C. Todos los ensayos fueron reali-
zados por triplicado. Los sobrenadantes utilizados aquellos que mostraron el mayor nimero de actividades enzimati-
cas.

2.6 Analisis estadistico

Se utilizd la prueba de ANOVA para evaluar las diferencias estadisticas en la producciéon de enzimas al dia 18 de
crecimiento, con un nivel de confianza del 5%, utilizando el paquete estadistico SPSS Statistics. La prueba de compa-
racién de medias se aplicd mediante el método de Tukey con una probabilidad del 5%.

3. Resultados

3.1. Producciéon enzimatica

Las curvas de produccion enzimatica para el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 y el
mono-cultivo de Trametes maxima CU1 se muestran en la Figura 1. El co-cultivo exhibi6 la mayor actividad amilolitica
en los mediosTx1, Tx2, Tx3, Tx4, Tx45 al dia 18, alcanzando valores cercanos a las 400 U/l. En contraste, el mono-
cultivo de Trametes maxima CU1 alcanzd su maxima produccion en el medio Tx4 al dia 20, con niveles inferiores a los
300 U/l (Figura 1A y 1B).
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Figure 1. Produccion enzimatica en residuos agroindustriales. Donde A) corresponde a amilasas, C) Avicelasas,

E) CM cases, G) B-D-glucosidasas, I) xilanasas y K) pectinasas bajo condiciones de co-cultivo, mientras que B)

corresponde a amilasas, D) Avicelasas, F) CM Casas, H) B-D-glucosidasas, ]) xilanasas y L) pectinasas de Trametes

maxima CU1 en mono-cultivo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y la desviacion estandar fue menor al 5%

entre las replicar.
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En cuanto a la actividad celuldsica, las avicelasas presentaron sus mayores titulos en el co-cultivo en el medio
Tx1 al dia 18, mientras que el mono-cultivo alcanzé su maximo en el medio Tx4 al dia 20 (Figura 1C y 1D). Las
CMCasas mostraron la mayor actividad en el co-cultivo en el medio Tx1, mientras que el medio Tx2 fue el mejor para
el mono-cultivo (Figura 1E y 1F). La f-D-glucosidasa presenté un comportamiento similar al de las otras celulasas, con
el co-cultivo alcanzando su maximo al dia 18 y el mono-cultivo al dia 20, ambos en el medio Tx4 (Figura 1G y 1H). Las
xilanasas en el co-cultivo se detectaron principalmente en los medios Tx6 y Tx8 a los dias 10 y 20, respectivamente.
Por su parte, el mono-cultivo exhibié la mayor actividad en los medios Tx1, Tx3, Tx4 y T9 a los dias 16, 20 y 24,
respectivamente (Figura 1I y 1J). Los medios Tx4 y Tx3 mostraron las mayores actividades de pectinasas en el co-
cultivo y el mono-cultivo a los dias 18 y 20, respectivamente (Figura 1K y 1L).

En general, el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 presentd mayores niveles de
actividad enzimatica, principalmente a los 18 dias de crecimiento, mientras que el mono-cultivo alcanzé sus picos de
produccion al dia 20 en la mayoria de las actividades. Sin embargo, no se observo un medio en particular donde se
expresaran todas las actividades enzimaticas tanto en condiciones de mono-cultivo como en el co-cultivo. Ademas, el
comportamiento de la cinética fue diferente en todos los medios para cada actividad.

Al analizar los niveles maximos de las enzimas determinadas en el co-cultivo y el mono-cultivo, fueron
onservadas diferencias entre ambos tratamientos en los diferentes medios de cultivo. En el caso de la amilasa, los
medios Tx1, Tx3 y Tx5 mostraron titulos superiores a las 400 U/l en el co-cultivo, mientras que el mono-cultivo no
super6 las 300 U/l (Figura 2A). Esta diferencia en la produccién enzimatica representa un incremento significativo en
el co-cultivo en comparacién con el mono-cultivo.

La mayor actividad celulasica del co-cultivo se observé con la CMCasa, alcanzando 1938 U/l en el medio Tx5.
Le siguieron la B-D-glucosidasa en el medio Tx5 (1294 U/l) y las avicelasas en el medio Tx1 (890 U/l). Estos niveles
representaron un incremento en el co-cultivo en comparacién con el mono-cultivo: 36 veces para la CMCasa (niveles
maximos en Tx6), 2.5 veces para la B-D-glucosidasa (Tx4) y 2.3 veces para las avicelasas (Tx2) (Figura 2B-D).

A diferencia de las actividades amilasica y celulasica, la actividad xilanasa mostré mayores niveles en el mono-
cultivo en comparacion con el co-cultivo. Los medios Tx1, Tx3, Tx4 y Tx9 del mono-cultivo exhibieron una produccién
promedio de 830 U/I (Figura 2E), similar a los niveles promedios en ambos medios del co-cultivo (802 U/l). La mayor
actividad pectinolitica se observé en el medio Tx4 del co-cultivo, con 1082 U/], en comparacién con las 705 U/1 del
medio Tx3 del mono-cultivo (Figura 2F). Esta diferencia también representa aumento en la produccién enzimatica del

co-cultivo.



Scientia Agricolis Vita 2024, 2

60f11
A 500 - D 1600
400 +
1200
— 300 F =
=~ £
£ E 800
£ W Co-Cultivo ~ W Co-Cultivo
= 200 ]
g mCuUL E = CUL
=S 400
100
Q 0
Tx1 Tx2 Tx3 Tx4 Tx5 Tx6 ™7 Tx8 Tx9 Tx1 Tx2 Tx3 Tx4 x5 Tx6 Tx7 Tx8 Tx9
Tratamientos Tratamientos
B 1000 E 1200
800 | 1000
600 ™
= c
£ E
E ~ 600
- W Co-Cultivo ° W Co-Cultive
3 400 E
E mcul = a00 = Cul
200 + 200
0 0
Txl Tx2 Tx3 Tx4 TS Tx6 Tx7 Tx8 Tx9 Txl Tx2 T3 Tx4 Tx5 Tx6 Tx7 Tx8 Tx9
Tratamientos Tratamientos
C 2400 E
2000 T
1600 -
- =
= £
E 1200 E
- W Co-Cultivo s W Co-Cultivo
2 E
E: 200 mCcuUl = = CUl
400

Tx1 Tx2 >3 Tx4 Tx5 Tx6 7 Tx8
Tratamientos

Figura 2. Produccién enzimatica.
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Tx9

Tratamientos

Donde A) corresponde amilasas, B) Avicelasas, C) CM cases, D) B-D-

La Figura 3 muestra las cinéticas de produccion de lacasa en el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus
sanguineus CS2 y el mono-cultivo de Trametes maxima CU1. Durante los primeros 16 dias fue observado un comporta-
miento similar en ambos tratamientos, aunque los niveles de produccién fueron mayores en el co-cultivo. A partir del
dia 18, los tratamientos de mono-cultivo experimentaron un descenso gradual en la actividad lacasa, mientras que el
co-cultivo continud produciendo la enzima a un ritmo constante. En ambos casos, la produccién de lacasa se mantuvo
después del dia 20 y no se observaron cambios significativos al final del experimento.

Tiempo (dia)

un

Tiempo (dia)

Figura 3. Cinética de produccion de lacasa en co-cultivo (A) y en mono-cultivo (B).
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3.2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de carbohidrolasas.

Trametes maxima CU1 ha mostrado un potencial significativo en varias aplicaciones biotecnolégicas debido a su
robusto perfil enzimatico. Como se menciond anteriormente, bajo las condiciones de estudio, fue capaz de producir
amilasas, celulasas, xilanasas, pectinasas y lacasas. Esta tltima ha sido reportada como una enzima termotolerante
(Gutiérrez Soto. 2009). Por lo tanto, fue evaluado el efecto de la temperatura sobre las actividades carbohidrolasas
detectadas, dado que la lacasa y carbohidrolasas producida por Pycnoporus sanguineus CS2 son consideradas termoes-
tables (Martinez-Salcedo et al., 2015; Gutiérrez Soto et al., 2015).

Para determinar el efecto de la temperatura sobre las enzimas presentes, fueron seleccionados los sobrenadantes
de los medios Tx1, Tx2 y Tx3, ya que presentaban la mayoria de las enzimas en altos titulos. En la Figura 4 se observa
que los sobrenadantes del co-cultivo mostraron un mayor cambio de absorbancia, lo cual podria explicarse por la ma-
yor concentracion de enzimas. Sin embargo, las xilanasas, aunque mostraron los titulos mas altos en el monocultivo
en comparacion con el co-cultivo, no presentaron un aumento significativo en la absorbancia. Por lo tanto, el incre-
mento de la actividad con el aumento de la temperatura podria atribuirse a la produccion de enzimas termoestables
por Pycnoporus sanguineus CS2.

Cabe destacar que el sobrenadante del co-cultivo Tx2 mostré la mayor actividad enzimatica a 70°C, mientras
que el sobrenadante del mono-cultivo Tx3 presentd el mayor cambio de absorbancia (aunque menor que el co-cultivo)
también a 70°C, demostrando la termotolerancia de las enzimas de Trametes maxima CU1. En consecuencia, la combi-
nacion de estas cepas para la recuperacion de cécteles de amilasas, celulasas, xilanasas, pectinasas y lacasas termoes-
tables tiene un gran potencial para aplicaciones industriales.
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Figura 4. Efecto de la temperatura sobre las carbohidrolasas. Donde A, C, E, G e I corresponden a amilasas,
Avicelasas, CMCasas, B-D-glucosidasas, xilanasas y pectinasas del co-cultivo respectivamente, mientras que B, D, F, H
y ] corresponden a las actividades del mono-cultivo. Todos los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente

significativas (p <0,05).
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4. Discusion

La evaluacion del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 frente al mono-cultivo de T.
maxima CU1 para la produccién enzimatica en sustratos agroindustriales de bajo costo reveld resultados prometedo-
res. El co-cultivo indujo una mayor actividad celulolitica en diversos tipos de sustratos, incluyendo cascara de naranja,
paja de trigo y cascara de cacahuate. Este enfoque sinérgico condujo a una mayor produccién de enzimas celulasas,
xilanasas y lacasas. La actividad enzimatica observada en el co-cultivo fue significativamente superior a la del mono-
cultivo en la mayoria de los sustratos evaluados. La sinergia observada en el co-cultivo podria atribuirse a diversos
mecanismos (Zhang et al., 2020b). La interaccion entre las cepas fungicas podria estimular la produccion de enzimas a
través de la secrecion de metabolitos inductores o la competencia por nutrientes (Dullah et al., 2021). Ademas, el co-
cultivo podria favorecer la degradacion de la lignina, un componente recalcitrante de la biomasa, permitiendo un
mayor acceso a la celulosa y hemicelulosa para las enzimas celuloliticas (Asiegbu et al., 1996). Cabe mencionar que, la
produccién enzimatica en el co-cultivo se vio afectada por diversos factores como el tipo de sustrato, la humedad, la
temperatura, el pH, la concentracién de nutrientes adicionales y el tiempo de fermentacion (Borchers et al., 2013; Fang
y Xia, 2013; Abdu et al., 2022). Con respecto a la compatibilidad del co-cultivo también puede depender del tiempo y
la cantidad de indculo, considerados factores criticos (Hibbing et al., 2010). Mientras que, la eleccién del sustrato tuvo
un impacto significativo en la produccion enzimatica. En este sentido, la cdscara de naranja, con su bajo contenido de
lignina, resultd ser un sustrato favorable para la produccion de pectinasas. En contraste, la paja de trigo, con su alto
contenido de celulosa, indujo una mayor produccion de celulasas.

En general las cinéticas de producciéon de enzimas revelaron patrones distintivos para cada enzima y tratamien-
to. En el caso de la produccion de amilasas y celulasas alcanzé su maximo durante los primeros 20 dias, seguido de
una disminucién gradual. Este comportamiento se ha atribuido al agotamiento inicial de azticares solubles y a la re-
presion de los genes promotores de la produccion de enzimas (Quintero, 2021; Gutiérrez-Rojas et al.,, 2015; Nazir et al.,
2010). Por otro lado, la produccion de lacasa mostrdé un aumento continuo durante los primeros 16 dias, seguido de
una meseta en el co-cultivo y una ligera disminucion en el mono-cultivo. Este comportamiento podria estar relaciona-
do con la degradaciéon gradual de la lignina y la liberaciéon de compuestos aromaticos que inducen la produccion de
lacasa (Valmaseda et al., 1991; Sharma y Arora, 2010).

Con respecto a la termotoleracia, los resultados observados en el mono-cultivo de Trametes maxima CU1 fueron
consistentes con los hallazgos de otros estudios, donde se ha demostrado que las cepas de Trametes producen enzimas
con alta actividad y estabilidad en un rango de temperaturas y niveles de pH, lo que las hace adecuadas para aplica-
ciones industriales (Ado et al., 20218). Cabe mencionar que, el andlisis del secretoma de Trametes hirsuta ha revelado
una variedad diversa de enzimas extracelulares, incluidas enzimas ligninoliticas, celuloliticas y hemiceluloliticas, que
variaron significativamente con las condiciones de crecimiento, lo que indica la adaptabilidad de las especies de Tra-
metes a diferentes sustratos y entornos (Vasina et al., 2016). Ademas de explicar las diferencias de en los niveles y acti-
vidades presentes en los diferentes medios utilizados. Por otro lado, resultados con otro co-cultivos han demostrado
mayor termoestabilidad que un monocultivo. Por ejemplo, el co-cultivo de las bacterias halodfilas Marinirhabdus sp. y
Marinobacterhydrocarbonoclasticus demostré una actividad de proteasa significativamente mejorada y estabilidad en
un amplio rango de condiciones ambientales, incluyendo temperaturas de 25 °C a 60 °C, en comparacion con los mo-
nocultivos (Anh et al., 2021). Lo que explica la mayor actividad en el co-cultivo Trametes maxima CU1 y Pycnoporus
sanguineus CS2.

Finalmente, los resultados de este estudio demuestran el potencial del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y

Pycnoporus sanguineus CS2 para la produccion enzimatica eficiente y econémica a partir de sustratos agroindustriales
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de bajo costo. La sinergia observada en el co-cultivo podria conducir a un desarrollo mas rapido y robusto de procesos

biotecnoloégicos para la degradacion de biomasa y la obtencion de bioproductos de alto valor.

5. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran el potencial sinérgico del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y
Pycnoporus sanguineus CS2 para la produccién de un amplio espectro de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas. La
combinacion de ambas cepas resulté en un aumento significativo en la actividad enzimatica, especialmente en la de-
gradacion de sustratos lignoceluldsicos complejos. La termotolerancia de las enzimas producidas en co-cultivo, junto
con su capacidad para actuar sobre una variedad de sustratos, sugiere un amplio rango de aplicaciones industriales.
Estos hallazgos resaltan la importancia de explorar estrategias de co-cultivo para optimizar la produccién de enzimas
y promover el desarrollo de procesos biotecnologicos mas eficientes y sostenibles para la conversion de biomasa en
productos de alto valor agregado
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Abstract: Las enfermedades bucodentales son un importante problema de salud publica y se encuentran entre las mas prevalentes a
nivel mundial. La caries dental es la enfermedad mas comtn de la cavidad bucal ocupando el primer lugar, pone en peligro al ser
humano durante toda su vida, no sélo durante la infancia o la adolescencia, siendo la causa mas comun de pérdida de dientes y dolor
en la cavidad bucal. Streptococcus mutans (S. mutans) es la principal bacteria asociada al desarrollo de caries dental, se adhiere a la
superficie del diente y provoca la formaciéon de biopeliculas, a partir de los aztcares de la dieta sintetiza glucanos que contribuyen
en la fijacién a la superficie dental liberando acidos que desmineralizan el tejido dentario y desarrollan caries dental. El control
mecanico de la placa, la higiene bucal diaria y el uso de agentes antimicrobianos en dentrificos y colutorios contribuyen a inhibir la
acumulacién de placa y el crecimiento de biopeliculas dentales. Sin embargo, la importancia de explorar agentes antimicrobianos a
partir de compuestos naturales contribuira a proporcionar tratamientos nuevos y eficaces para la prevencion de las enfermedades
bucodentales.

Palabras Clave: Bacteria; Productos naturales; Plantas terapéuticas; Odontologia preventiva; Streptococcus mutans.

Exploring the antimicrobial potential of medicinal plants
against dental caries

Abstract: Oral diseases are a major public health problem and are among the most prevalent worldwide. Dental caries is the most
common disease of the oral cavity, occupying the first place, endangering human beings throughout their lives, not only during
childhood or adolescence, being the most common cause of tooth loss and pain in the oral cavity. Streptococcus mutans (S. mutans) is
the main bacterium associated with the development of dental caries; it adheres to the tooth surface and causes the formation of
biofilms; from the sugars in the diet, it synthesizes glucans that contribute to the fixation of the tooth surface releasing acids that
demineralize the dental tissue and develop dental caries. Mechanical plaque control, daily oral hygiene, and antimicrobial agents in
toothpastes and mouthwashes inhibit plaque accumulation and the growth of dental biofilms. However, the importance of exploring
antimicrobial agents from natural compounds will contribute to providing new and effective treatments for the prevention of oral
diseases.

Keywords: Bacteria; Natural products; Plant therapies; Preventive dentistry; Streptococcus mutans.

1. Introduccion

Las enfermedades bucodentales se encuentran entre las enfermedades mas comunes en todo el mundo y que el ser
humano suele padecer a lo largo de la vida. La Organizacién Mundial de la Salud estima que aproximadamente la mitad
de las personas padecen enfermedades bucodentales. Las enfermedades dentales son sin duda un problema de salud
publica y se encuentran entre las enfermedades mas prevalentes a nivel mundial (Chen et al., 2020). La enfermedad mas
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comun de la cavidad bucal, conocida como caries dental, ocupa el primer lugar, es un importante problema de salud en
la mayoria de los paises industrializados, en los que muchos nifos y adultos padecen la enfermedad (Pitts et al., 2021).
Alrededor de 2.4 millones de personas tienen caries permanentes y 532 millones de nifios también se ven afectados por
caries primaria (Coelho dos Santos ef al., 2022). Un estudio epidemioldgico reciente mostré que el niimero mundial de
casos de caries en los dientes permanentes aumento6 un 46.1% de 1990 a 2019 (Grabek-Lejko & Hyrchel, 2023). La boca
estd colonizada por 700 a 1000 especies microbianas, pero sélo algunas de ellas son responsables de la caries dental
(Mosaddad et al., 2019). Streptococcus mutans (S. mutans) es uno de los principales agentes etioldgicos, esta bacteria es
clave para el desarrollo de caries dental (Wolfoviz-Zilberman et al., 2021). S. mutans es una bacteria Gram positiva, an-
aerobia facultativa, acidégena y acidurica que habita de forma natural en la cavidad oral (Ben-Zaken et al., 2021), su
potencial cariogénico esta directamente relacionado con su actividad metabdlica y el desarrollo de mecanismos que
permiten a la bacteria integrarse en la biopelicula dental y colonizar las superficies dentales (Grabek-Lejko & Hyrchel,
2023) (Figura 1).

Streptococcus mutans
(S. mutans)

Caries dental

Created in BioRender.com bio

Figura 1. S. mutans principal agente etioldgico de caries dental.

S. mutans produce acidos organicos durante el metabolismo de los carbohidratos de la dieta, sobrevive en condi-
ciones de pH bajo y es capaz de sintetizar sustancias poliméricas extracelulares (EPSs). La produccion de EPSs (glucanos
y fructanos) a partir de azticares promueve el crecimiento bacteriano, y su adherencia a la superficie dental, dando lugar
a la formacion de una biopelicula en las superficies dentales (Grabek-Lejko & Hyrchel, 2023), el glucano favorece la
acumulacién de estreptococos cariogénicos en los dientes, aumentando la patogenicidad de la biopelicula (Zhu et al.,
2023).La biopelicula dental es el principal factor etioldgico de la caries dental (Figura 2).
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Figura 2. Colonias de S. mutans en agar mitis salivarius pueden exhibir una burbuja brillante en la superficie debido a la sintesis
excesiva de glucano a partir de sacarosa (a). Bacteria Gram positiva de acuerdo con la clasificacién de la tincién de Gram (b). Morfo-
logia esférica “*cocos” agrupados en forma de ‘cadena” (c). Fuente propia, fotografias tomadas por M.A.G.-G.

A menos que las biopeliculas se controlen adecuadamente, pueden provocar una serie de interacciones complejas,
la desmineralizaciéon del diente y la inflamacidn sistémica. En general, se acepta que los enfoques mecanicos, como el
cepillado dental y el uso del hilo dental, son fundamentales para controlar las biopeliculas dentales (Takenaka et al.,
2019). Para complementar el control mecanico de la placa y aumentar la higiene bucal diaria, se incluyen agentes anti-
microbianos en dentrificos y colutorios para inhibir la acumulacidn de placa y el crecimiento de biopeliculas dentales
en zonas a las que no se puede acceder facilmente con el cepillado (Chatzopoulos et al., 2022). Para controlar la caries
mediada por bacterias patogenas, se utilizan ampliamente productos de higiene dental y bucal como dentrificos y co-
lutorios que consisten en compuestos quimicos, como fluoruro, clorhexidina (CHX), triclosan, lauril sulfato sédico, clo-
ruro de cetilpiridinio y clorofila. También, compuestos vitaminicos y probioticos; ademas, antibidticos como la amoxi-
cilina, la eritromicina y la penicilina se utilizan ampliamente en la clinica dental para suprimir el crecimiento microbiano
(Yang & Kang, 2020; Isola, 2020; Heliawati et al., 2022; Milia et al., 2023).

El uso de estos productos de higiene bucal ha sido muy eficaz, pero con algunos inconvenientes (Oluwasina et al.,
2019). La mayoria de estos productos comerciales estan preparados con componentes quimicos que pueden presentar
reacciones no biocompatibles por su contacto directo con el tejido bucal (Yang et al., 2020).EI fltor es téxico si se usa en
exceso, no se recomienda en nifios menores de 6 afios, provoca pigmentacion de los dientes y debilitamiento del esmalte
(Oluwasina et al., 2019), la CHX ejerce efectos bacteriostaticos y bactericidas contra diversos microorganismos, sigue
siendo el estandar de oro entre los antisépticos, sin embargo, su uso crénico desarrolla efectos secundarios como la
tincion amarillo-marron del tercio cervical y zonas interproximales de los dientes, alteracion de las sensaciones gustati-
vas, sensacion de quemazdn, dolor, sequedad de los tejidos blandos orales, lesiones descamativas y ulceraciones de la
mucosa gingival, aumento de la formacién de calculos supragingivales y elevada citotoxicidad contra los fibroblastos y
osteoblastos humanos (Chatzopoulos et al., 2022; Kumar et al., 2022; Milia et al., 2023). En el caso del triclosan, no se fija
bien en la cavidad oral debido a su fuerte carga positiva. Los antibiéticos reportan efectos secundarios como nauseas,
vomitos, diarrea y otros (Milia et al., 2023) y con el uso excesivo de agentes antimicrobianos, mas microorganismos
cariogénicos se vuelven resistentes a ciertos antibioticos, la resistencia a los medicamentos es casi un problema de un
siglo (Milutinovici ef al., 2021). Por esta razon, el descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos a partir de com-
puestos naturales ayuda a proporcionar estrategias eficaces para la prevencion microbiana en la clinica (Zhu et al., 2023).

Por lo anterior, el objetivo de esta revision es resumir las principales plantas medicinales utilizadas contra la caries
dental, su aplicacion y sus propiedades antimicrobianas. El tratamiento de enfermedades causadas por microorganis-
mos con el uso de productos naturales como agentes terapéuticos pueden generar importantes ventajas en comparacion
con los farmacos sintéticos. Las plantas medicinales, debido a su amplia actividad bioldgica, son fuentes potenciales
para el desarrollo de nuevos farmacos, incluyendo agentes antimicrobianos (Coelho-Dos Santos et al., 2022).

2. Materiales y Métodos

Recopilamos informacion publicada entre los afios 2019 a 2023 de bases de datos cientificas como PubMed, Resear-
chGate y ScienceDirect. Nuestra busqueda incluyé las palabras clave Bacteria; Caries; Etnofarmacologia; Extractos;
Plantas medicinales; Productos naturales; Plantas terapéuticas; Odontologia preventiva, que utilizamos como filtros
para buscar en todos los campos. Tras la buisqueda, se leyeron detenidamente los restimenes de los articulos y se selec-
cionaron los estudios pertinentes para su revision. Nuestros criterios de elegibilidad incluyeron articulos originales en
inglés o espanol que discutieran o utilizaran plantas medicinales, biopelicula y caries dentales.

3. Resultados
3.1 HISTORIA Y EVOLUCION DEL USO DE PLANTAS MEDICINALES EN ODONTOLOGIA

3.1.1 Una mirada a la historia de la fitoterapia en odontologia

La naturaleza esta dotada de plantas para uso humano, pero el mundo, por un afan de desarrollo moderno, ha
pasado por alto esta potente provision de las "plantas”. Se ha demostrado ampliamente que las plantas medicinales, que
incluyen preparados de plantas y compuestos fitoterapéuticos, tienen beneficios terapéuticos reales para los seres hu-
manos (Isola, 2020). Los compuestos fitoquimicos son componentes quimicos que se encuentran de forma natural en
diferentes partes de las plantas y que hacen que muchas especies sean beneficiosas para usos terapéuticos (Sharma et
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al., 2022). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza
productos fitoterapéuticos como extractos, vitaminas, té, y otros principios similares por diversas razones para el trata-
miento de diversas patologias, este alto consumo de productos a base de plantas es atribuible al gran margen de segu-
ridad y tolerabilidad de los agentes naturales. Se ha demostrado que las plantas medicinales poseen una amplia y es-
pecifica gama de propiedades bioldgicas que incluyen efectos antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios, anti-
fangicos, antivirales y analgésicos orales (Isola, 2020; Milutinovici et al., 2021).

Desde tiempos inmemoriales, los materiales vegetales se han utilizado tradicionalmente para el lavado dental o
como palo de mascar para mantener la salud dental y aumentar la higiene bucal (Oluwasina et al., 2019). Los primeros
informes sobre la aplicaciéon de medicamentos a base de plantas en la salud oral estan relacionados con la medicina
tradicional india y china. Se ha mencionado que Hipodcrates sugirié una combinacién de alumbre, sal y vinagre como
enjuague bucal. El manuscrito religioso Talmud, que data de 1800 afios, recomendaba el uso de "agua de masa" y aceite
de oliva para la salud bucal. El médico griego Pedanius Discorides propuso una combinacién de vino, leche y extracto
herbal de hojas de olivo y granada (Moghadam et al., 2020). Los babilonios, en el afio 3500 a.C., utilizaban palillos de
mascar "Miswak" derivados de plantas que se obtienen del arbol Arak, es una de las herramientas de higiene bucal mas
antiguas que se conocen, y es utilizada por muchas culturas desde la antigiiedad (Shaalan & El-Rashidy, 2023). Los
principales libros de medicina tradicional persa, como al-Haw1 f1 al-tibb de Rhazes (854-925 d.C.), al-Qanun f1 al-tibb de
Avicena (980-1037 d.C.) y Zakhireye Kharazmshahi de Esama'il Gorgani (1040-1136 d.C.), presentan un capitulo sobre
las enfermedades de los dientes y la cavidad oral (Sedigh-Rahimabadi et al., 2017).

3.1.2 Desarrollo de tratamientos basados en plantas

La reciente introduccién de la Fitoodontologia como terapia alternativa, que utiliza las propiedades medicinales
de plantas para tratar diversas afecciones bucodentales, ha proporcionado un sustituto potencialmente seguro y renta-
ble de los medicamentos sintéticos (Eltay et al., 2021). Las plantas se han utilizado durante siglos para prevenir y con-
trolar las enfermedades dentales. Los extractos de plantas son eficaces porque interacttian con determinados receptores
quimicos del organismo (Amanpour et al., 2023). La salud bucodental estd determinada por el equilibrio de bacterias
comensales y patdgenas en la cavidad bucal. Aqui, la microbiota comensal es dominante. Las enfermedades orales se
caracterizan por una ruptura de este equilibrio homeostatico y dan lugar a un asentamiento de bacterias patogenas
(Flemming et al., 2021). Las enfermedades orales mds prevalentes estan fuertemente asociadas a una pérdida de la ho-
meostasis microbiana y al desarrollo de biopeliculas dentales (Milia et al., 2023). En las biopeliculas orales se encuentran
especies microbianas como Candida albicans, Candida glabrata, Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, S. mu-
tans, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum y muchas otras. La caries dental se considera actualmente una disbiosis
que implica interacciones entre la estructura dental, la biopelicula microbiana y la exposicion al azticar (Valadas et al.,
2019). Se sabe que S. mutans es el principal microorganismo implicado en la caries dental. La inhibicion de la actividad
de esta bacteria minimiza el riesgo de caries dental. Se ha investigado ampliamente la aplicacion de extractos de plantas
contra este microbio (Moghadam et al., 2020). Los aspectos mas destacados de las investigaciones recientes sobre la
aplicacién de plantas medicinales in vitro e in vivo contra la caries dental se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Aplicacion de plantas medicinales contra caries dental en modelos in vitro e in vivo.

In vitro
Plantas Parte de la Método de Composicion fitoquimica de los Mecanismo de
Referencias
medicinales planta utilizada extraccion extractos accion
Cinnamomum I i 1
Corteza Cinamaldehido ntertiere en la
lani .
zeytameuimn transferencia de
Diferuloilmetano, demetoxicurcumina s (Elgamily et
Curcuma longa Raiz Soxhlet electrones e inhibe
al., 2019)

y bisdemetoxicurcumina .
la formacioén de la

Zingiber officinale Fruto Flavonoides y saponinas biopelicula dental
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Syzygium
Fruto
aromaticum
Nigella sativa Semilla
Inhibe la sintesis de
Allium sativum Bulbo Maceracion en frio Alicina, metiina y S-alilcisteina ADN y ARN
bacterianos
Lignina, bradiquinasa y dcido Estimula
Aloe vera Pulpa
salicilico macrdfagos
Proteinas, vitaminas, minerales, Inhibe la adhesion
Camelia sinensis Hoja Soxhlet
catequinas y polifenoles de S. mutans
Carbohidratos,alcaloides, flavonoides, Inhibe la
Citrus aurantifolia Fruto
esteroides y antraquinonas adherencia
Cocos nucifera Fruto Prensado en frio Polifenoles, citoquininas y auxinas bacteriana
Impide la
formacién de
Liquirtina,isoliquertina, liquiritigenina,
biopeliculas
rhamnoliquirilina, glabridina,
Glycyrrhiza glabra Raiz dentales y estimula
glicirricina y glicirrizol-A, flavonoides
el sistema
y saponinas
inmunitario del
huésped
uespe (Milutinovici
Resistencia a la
Grape seed extract Semilla Fenoles, proantocianidinas et al., 2021)
Soxhlet traccion
Aumento de la
Hypericum Flavonoides, taninos, aceites volatiles
Hoja actividad
perforatum y tronas naftédicas
antibacteriana
Inhibe la adhesion
Flavonoides, acidos fendlicos, de S. mutans y la
Mentha piperita Hoja compuestos volatiles, lignanos, formacion de
estilbenos biopeliculas
dentales
Descomposicion
Carica papaya Fruto Maceracion Flavonoides, fenoles y terpenos
del glucano
Resinas, aceites esenciales, ceras,
Propolis Resina Maceracion vitaminas, minerales,flavonoides,
fenoles y terpenos
Inmunomodulador
Melaleuca alternifolia Hoja Maceracion Terpinen-4-ol y 1,8-cineol
Thymus vulgaris Hoja Maceracion Polifenoles: timol y carvacrol
Polifenoles, flavonoides, taninos y Inhibe la
Cistus incanus e dh ] (Flemming et
Hoja Soxhlet catequinas adherencia

Inula viscosa

Flavonoides, luteolina y apigenina

al., 2021)
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bacteriana a la

superficie dental

Alteracién de la

Monoterpenos
Aceites esenciales pared celular
(AEs) Peperomia Inhibicion de la
(Carvalho et
pellucida, Hoja Hidrodestilacion Fenilpropanoides actividad
. . al.,; 2022)
Piper marginatum, enzimatica
Piper callosum Formacioén de
Sesquiterpenos y arilpropanoides
biopeliculas
Inhibe la sintesis de
glucano de las
Flor y parte (Pourmoslemi
Verbascum speciosum Maceracion Flavonoides enzimas
aérea et al., 2023)
glucosiltransferasas
(Gtfs)
In vivo
Parte de la Composicién .
Plantas Método de . . Mecanismo de Formas de .
. planta . fitoquimica de los . . Referencias
medicinales . extraccion accion preparacion
utilizada extractos
Inhibicién de la
‘ ) actividad Enjuague
C. sinensis Hoja Flavonoides y fenoles
enzimatica bucal
Soxhlet ] _
microbiana (Ancuceanu
Terminalia Inhibicién de la Enjuague et al., 2019)
Fruto Taninos y polifenoles
chebula enzima Gtf bucal
Glycyrrhiza Destilacion en
) Raiz Glicirricol A Bactericida Paleta
uralensis seco
T. chebula Fruto Taninos
Psidium
Hoja Flavonoides y taninos
guajava
Azadirachta
o Rama Terpenoides
indica Inhibicién de la
) Enjuague (Mandava et
Pongamia Soxhlet enzima Gtf de S.
) Rama Isoflavonas bucal al., 2019)
pinnata mutans
Aceite Fenoles
S. aromaticum esencial
AEs
(AEs) Flavonoides
M. piperita AEs
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S. aromaticum  Yema floral
Alteracion de la
Alcaloides, composicion
Dennettia
ot Fruto Soxhlet saponinas,flavonoides, estructural de la Pasta dental  (Oluwasina
tripetala
taninos y fenoles membrana y pared et al., 2019)
celular bacteriana
Jatropha curcas Hoja
Copaifera Aceite Destilacién al Barniz (Valadas et
Sesquiterpenos Bactericida
langsdorffii resina vapor dental al., 2019)
Inhibiciéon de la
(Khoramian
Teucrium Destilacién al actividad Enjuague
Flores Fenoles y taninos Tusi et al.,
polium vacio enzimatica bucal
2020)
microbiana
Salvadora
Monoterpenos y
persica (AEs) Tallo Hidrodestilacion
sesquiterpenos
(Miswak)
Asparagus R Disol B |
aiz isolventes orneo s
Inhibicién de la
racemosus (Kumar et al.,
formacion de Pasta dental
Streblus asper ~ Hoja-Tallo Flavonoides y lignanos 2021)
biopelicula dental
R . Borneol,
osamarinus . o
Hidrodestilacion alcanfor, limoneno,
officinalis Hoja
pineno, cineol y
(AEs)
mirceno
Interfieren en el
proceso de
biosintesis de la
pared celular,
reduccion de las
Terpenoides y reservas Enjuague (Heliawati et
Piper crocatum Hoja Reflujo
sesquiterpenos intracelulares de bucal al., 2022)
ATP, disminucién
del pH celular,
absorcion y
penetracion a las
células bacterianas
(Shaalan &
Inhibe la adhesién
S. persica Tallo Hidrodestilacion  Isotiocinato de bencilo Pasta dental ~ El-Rashidy,
de S.mutans
2023)

Elgamily et al. en 2019, investigaron la eficacia antibacteriana de cinco extractos de plantas C. zeylanicum, C. longa,
Z. officinale, S. aromaticum y N. sativa sobre el crecimiento de S. mutans. El extracto metanolico de canela y clavo tiene una
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actividad antimicrobiana considerable contra S. mutans y una nueva herramienta para las vias de odontologia minima-
mente invasiva y adhesiva (Elgamily ef al., 2019).

Milutinovici et al. en 2021 realizaron un examen de las plantas mas utilizadas en el campo odontolégico, especial-
mente sobre los fitocompuestos activos, tanto en términos de estructura quimica como de mecanismo de accién. La
mayoria de estos estudios se centraron en evaluar in vitro e in vivo el efecto antimicrobiano de A. sativum, A. vera, C.
sinensis, C. aurantifolia, C. nucifera, C. longa, G. glabra, extracto de semilla de uva, H. perforatum, M. piperita, C. papaya,Propdleo,
M.alternifolia y T. vulgaris sobre S. mutans. Los investigadores concluyeron que la ventaja de utilizar extractos naturales
se deriva del efecto sinérgico de los compuestos existentes en las plantas que potencian su actividad provocando un
efecto terapéutico mejorado, sin embargo, los compuestos naturales también deben ser analizados en combinacién con
otros fitocompuestos, asi como con los farmacos convencionales utilizados actualmente en la terapia para observar con
mas detalle el efecto sinérgico entre ellos. Asi pues, las plantas medicinales y sus compuestos representan una alterna-
tiva prometedora e interesante a la terapia convencional (Milutinovici et al., 2021).

El grupo de Flemming et al. en 2021, analizo6 diferentes polifenoles, y su estructura e interacciones con la superficie
dental y la biopelicula. Los polifenoles son sustancias naturales que han demostrado proporcionar diversos beneficios
para la salud. Se han descrito efectos antioxidantes, antiinflamatorios y anticancerigenos. En particular, los efectos de
diversos polifenoles del té como C. incanus e L.viscosa confirman que los polifenoles pueden reducir el crecimiento de
bacterias cariogénicas (Flemming ef al., 2021).

Carvalho et al. en 2022, evaluaron la actividad anticariogénica de tres AEs de Piperaceae brasilefias, P. pellucida, P.
marginatum 'y P. callosum. Los resultados presentados sugirieron el posible uso de los AEs de piperaceas brasilefias en
productos de salud bucal para el tratamiento de la caries dental, lo que enfatiza su gran potencial de aplicaciéon comer-
cial en fitomedicamentos. Sin embargo, son necesarios ensayos de citotoxicidad para reforzar la seguridad de su uso en
productos farmacéuticos (Carvalho et al., 2022).

Pourmoslemi et al. en 2023, evaluaron la actividad anticariogénica de V. speciosum, en busca de nuevos agentes para
la prevencién y tratamiento de la caries dental. Los resultados demostraron que el extracto floral de V. speciosum posee
una fuerte actividad anticariogénica. Concretamente, este efecto puede atribuirse a la actividad antibacteriana contra S.
mutans y la inhibicion de la sintesis de glucano por las enzimas GTF presentes en estos microorganismos. Este extracto
puede considerarse una alternativa a las terapias anticaries actuales o un aditivo de los productos para el cuidado dental
(Pourmoslemi et al., 2023).

Ancuceanu et al. en 2019, analizaron mas de 56 ensayos clinicos que evaluaban el uso potencial de productos her-
bales en la prevencién de la caries. La mayoria de ellos se centraron en evaluar los efectos antimicrobianos de los pro-
ductos probados, principalmente sobre S. mutans. Entre las especies investigadas, las mas estudiadas fueron C. sinensis
L. Kuntze, T. chebula Retz y G. uralensis Fisch. El enjuague bucal fue la forma de dosificacién mas utilizada, mientras
que los dentrificos y otras formas de dosificaciéon se emplearon mucho menos. Este estudio concluyo6 que de los ensayos
revisados, el 85.71% informaron resultados positivos, pero dado a los fallos metodolégicos y los sesgos que los afectan,
es dificil concluir sobre la eficacia de estos productos basandose en los estudios publicados hasta el momento (Ancu-
ceanu ef al., 2019).

En 2019, Mandava et al. realizaron un estudio para evaluar el efecto anticaries de diferentes plantas medicinales
contra las glucosiltransferasas (gtf) de S. mutans. Se seleccionaron como muestras de ensayo un total de seis fuentes
naturales denominadas T. chebula, P.guajava , A. indica y P. pinnata; dos aceites esenciales, clavo (S. aromaticum) y aceite
de menta (M. piperita). Se examind el potencial inhibitorio de los extractos hidroalcohdlicos de plantas y aceites esencia-
les sobre la gtf aislada de S. mutans. Se prepard un enjuague bucal a base de plantas y se compard su efecto sobre la
actividad de la gtf con el enjuague bucal comercial con clorhexidina (5% p/v). Todas las muestras mostraron una consi-
derable accién inhibidora de la gtf. Ademas, el enjuague bucal poliherbal preparado a partir de los cuatro extractos de
plantas y dos aceites esenciales mostré una inhibiciéon predominante de la gtf del 95.93% en comparacion con el 54%
mostrado por el enjuague bucal de clorohexidina y podria ser la futura formulaciéon para combatir la caries dental
(Mandava et al., 2019).
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El grupo de Oluwasina et al. en 2019 formularon dentifricos a partir de las plantas medicinales S. aromaticum, D.
tripetala, y latex de J. curcas. El analisis fitoquimico de S. aromaticum y D. tripetala reveld la presencia de fenoles, flavo-
noides, alcaloides y saponinas. El principal constituyente de las plantas segun el analisis por cromatografia de gases
con espectrometro de masas fue eugenol, cariofileno y fenol, 2-metoxi-4-(2-propenil)-, acetato de S. aromaticum, mientras
que D. tripetala tenia acido glutarico, eugenol, cariofileno y 1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimetil-(E). Llegaron a la con-
clusion de que los dentifricos formulados tenian un efecto antimicrobiano mejor y significativo (P < 0,05) en compara-
cion con los dentifricos comerciales, y mostraban una potente propiedad antimicrobiana contra los patogenos probados,
incluido S. mutans, debido a los compuestos bioactivos que contenian (Oluwasina ef al., 2019).

Valadas et al. en 2019 evaluaron la concentracion antimicrobiana 6ptima de aceite-resina de C. langsdorffii (copaiba),
en forma de barniz dental, contra S. mutans en nifios. Concluyeron que la resina oleosa de copaiba, en forma de barniz
dental, tiene actividad antimicrobiana contra S. mutans. El uso de barniz de copaiba podria ser una buena estrategia de
prevencién para nifios de entre 3 y 5 afos y justifica la realizacidon de ensayos clinicos aleatorizados adicionales para
identificar su eficacia antimicrobiana y su efecto anticaries. Sin embargo, se requieren mas estudios para identificar la
actividad a largo plazo y el efecto anticaries de este barniz para establecer su uso en la prevencion de la caries (Valadas
et al., 2019).

En 2020, Khoramian-Tusi et al. formularon un enjuague bucal que contenia el extracto acuoso de la hierba T. po-
lium para determinar el efecto sobre S. mutans en la boca. Los resultados de la investigacion indicaron que el extracto
acuoso de T. polium reduce significativamente la colonizaciéon de S. mutans en la saliva humana. Esta disminucién fue
visible incluso después de tres semanas de periodo de su uso . En general, puede concluirse que el uso de enjuague
bucal de T. polium, de forma periddica, puede reducir el riesgo de caries (Khoramian-Tusi ef al., 2020).

Kumar et al. en 2021 analizaron el papel de los metabolitos secundarios antioxidantes en la inhibicién del creci-
miento de patdgenos orales y en la reduccién de la formacion de biopelicula dental, asi como en la reduccion de los
sintomas de las enfermedades orales. De acuerdo con las pruebas presentadas en esta revision, los aceites esenciales
antioxidantes tienen el potencial de ser utilizados como agentes preventivos o terapéuticos para una variedad de enfer-
medades orales. Aunque se han identificado muchos de los usos potenciales de los aceites esenciales antioxidantes y
muchos informes de eficacia terapéutica se han validado adecuadamente mediante pruebas in vitro o ensayos clinicos
in vivo, se necesita mas investigacion para determinar la seguridad y eficacia de estos aceites esenciales antioxidantes
antes de que se utilicen en la practica clinica (Kumar et al., 2021).

En 2022, Heliawati ef al. en un analisis de revision de 23 estudios sobre la hoja de betel rojo (P.crocatum ) documen-
taron su potencial para ser utilizada como agente antibacteriano natural en el tratamiento de problemas de salud dental
y bucal. Tradicionalmente ha sido ttil para curar enfermedades como las aftas y el dolor de muelas. Por cromatografia
se sabe que la hoja de P. crocatum contiene metabolitos secundarios como compuestos flavonoides, compuestos polife-
ndlicos, taninos y aceites esenciales, donde los flavonoides son conocidos por ser inhibidores del crecimiento de S. mu-
tans. La decoccion de hojas de betel rojo, que es un antiséptico puede actuar como enjuague bucal, previniendo el mal
aliento (Heliawati et al., 2022).

En 2023, Shaalan ef al. evaluaron el efecto antibacteriano de la pasta dentrifica a base de hierbas Miswak en com-
paracion con la pasta dentrifica con fltior en pacientes con alto riesgo de caries. El dentrifico Miswak demostrd un efecto
antibacteriano similar contra S. mutans en comparacion con el dentrifico fluorado. Sin embargo, la liberacién de iones
de la pasta dentrifica de miswak fue significativamente inferior a la de la pasta dentrifica con fltior. Por lo tanto, la pasta
dentrifica a base de hierbas de Miswak posee un potente efecto antibacteriano, pero su potencial de remineralizacion es
cuestionable debido a su menor liberacién de iones, que afectara a la sustantividad iénica en la saliva, factor importante
en la remineralizacion (Shaalan & El-Rashidy, 2023).

4. Discusion y conclusiones

El reino vegetal y su uso medicinal sigue siendo una practica comun en los seres humanos (Milutinovici et al., 2021).
Las plantas medicinales desempefian un papel importante en las aplicaciones de la etnomedicina (Heliawati ef al., 2022).
De hecho, se ha demostrado que las hierbas medicinales poseen una amplia y especifica gama de propiedades bioldgicas
que incluyen efectos antimicrobianos, antioxidantes y antiinflamatorios a nivel oral y sistémico (Isola, 2020). Debido a
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la necesidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas en el campo odontoldgico, las plantas y compuestos de ori-
gen natural representan un verdadero interés debido a su alta eficacia y baja toxicidad. Una de las actividades bioldgicas
mas importantes que presentan los fitocompuestos es la accién antibacteriana, ttil en el tratamiento de la mayoria de
los problemas de salud bucal. Una ventaja de las plantas medicinales es que tienen un mecanismo de accion antibacte-
riano complejo, por lo que disminuye la resistencia de las bacterias (Milutinovici et al., 2021).

Las plantas medicinales muestran resultados prometedores como tratamiento de la caries dental (Moghadam et al.,
2020). La ventaja de utilizar extractos naturales se deriva del efecto sinérgico de los compuestos existentes en las plantas
que potencian su actividad causando un efecto terapéutico mejorado. Asi pues, las plantas medicinales siguen siendo
un campo digno de estudio debido a sus numerosas propiedades beneficiosas para la salud humana y a sus escasos
efectos secundarios en comparacion con la terapia convencional. Los compuestos naturales también deben analizarse
en combinacién con otros fitocompuestos, asi como con los farmacos convencionales utilizados actualmente en la tera-
pia para observar con mas detalle el efecto sinérgico entre ellos. Los fitocompuestos pueden provocar reacciones adver-
sas graves que merecen especial atencidn tanto por parte de los odontélogos como de los pacientes. Es de verdadera
importancia que en la terapia que se vaya a utilizar se conozca con exactitud el origen de las plantas medicinales y, en
el caso de los compuestos aislados de plantas, se realice un control cuantitativo y cualitativo adecuado. En el futuro, la
investigacion debera dirigirse a los paises desarrollados, en donde la tasa de resistencia bacteriana y virica es cada vez
mayor, y los dafios dentales constituyen un importante problema de salud (Milutinovici et al., 2021).

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de aumentar los esfuerzos de investigacion y la financiacion destinada
a ensayos clinicos sobre la eficacia, seguridad, rentabilidad y caracterizacién de estos compuestos naturales. El mayor
reto y problema es la falta de informacion sobre los efectos de las hierbas en los tejidos orales, el mecanismo de acciéon
y sus efectos secundarios (Amanpour ef al., 2023). Sin embargo, por otro lado, diversos estudios en el ambito oral que
han analizado las acciones de farmacos tradicionales y fitoterapéuticos han arrojado resultados inciertos que requieren
poblaciones a gran escala para ser validados (Isola, 2020). La terapia alternativa y a base de plantas puede ser til para
las personas de todo el mundo, especialmente en paises con recursos limitados (Moghadam et al., 2020). Este hallazgo
cientifico es informacion 1til para la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos con el fin de encontrar nuevos
agentes antimicrobianos potenciales (Heliawati et al., 2022).
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Resumen: La tecnologia CRISPR-Cas es una herramienta efectiva para la edicion de genes. Se realizé una revisién de literatura en
bases de datos (Google Académico, PubMed, Scielo y Science Direct), abarcando los afios 2011 a 2024, utilizando palabras clave como
'Ingenieria genética', 'Agricultura’ y 'CRISPR-Cas'. El método CRISPR-Cas9 emplea dos tipos de RNA y una endonucleasa Cas, que
corta el ADN extrafio y lo afiade a la secuencia CRISPR como espaciadores. La secuencia CRISPR se transcribe en crARN y tracrARN,
formando el complejo gARN. El sistema CRISPR se introduce en la célula mediante plasmidos, ARN o ribonucleoproteinas, y una
secuencia objetivo permite que el CRISPR-Cas9 entre al nuicleo. Este método es 1til para la edicion de genes especificos de interés
cientifico y biotecnoldgico.

Palabras Clave: Ingenieria genética, CRISPR, Agricultura, ARN guia, PAM.

Gene Editing and CRISPR-Cas: Applications, Advances and
Challenges

Abstract: The CRISPR-Cas technology is an effective tool for gene editing. A literature review was conducted in databases (Google
Scholar, PubMed, Scielo, and Science Direct), covering the years 2011 to 2024, using keywords like 'Genetic Engineering’, 'Agricul-
ture’, and 'CRISPR-Cas'. The CRISPR-Cas9 method uses two types of RNA and a Cas endonuclease, which cuts foreign DNA and
adds it to the CRISPR sequence as spacers. The CRISPR sequence is transcribed into crRNA and tracrRNA, forming the gRNA com-
plex. The CRISPR system is introduced into the cell via plasmids, RNA, or ribonucleoproteins, and a target sequence allows CRISPR-
Cas9 to enter the nucleus. This method is useful for editing specific genes of scientific biotechnology interest.

Keywords: Genetic engineering, CRISPR, Agriculture, guide RNA, PAM.
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1. Introduccion

La edicion del genoma ha impactado en investigaciones sobre todo en biologia, gracias a la nueva capacidad de
editar genomas especificos en seres vivos; En la tltima década, se han explorado multiples herramientas de ingenieria
genética para editar desde genomas complejos hasta simples. Una herramienta que ha cobrado importancia es el
CRISPR-Cas; utilizado en genética por poseer caracteristicas como: Alta eficiencia, facilidad de uso y especificidad.
Ademas de utilizarse para agregar alelos deseables y eliminar alelos indeseables simultaneamente de manera conjunta
(Manghwar et al., 2019). En esta revision sistematica, se analizaran las aplicaciones actuales, los avances recientes y los
desafios en el campo de la edicién de genes utilizando CRISPR-Cas, con un enfoque particular en la agricultura.

El sistema CRISPR-Cas9 es utilizado en la edicién del genoma guiada por ARN que consta de una nucleasa
Cas9 y un ARN de guia tinica (sgARN). Al emparejar bases con una secuencia objetivo de ADN el sgARN permite a la
endonucleasa Cas9 reconocerla y cortar una secuencia de ADN objetivo determinada, generando rupturas de doble
hebra y se activa mecanismos de reparacion celular y mutaciones en las rupturas de doble hebra o cerca de ellos (Bao et
al., 2019).

La edicion genética abarca diversas areas de investigacion, y gracias a la herramienta CRISPR-Cas las aplica-
ciones se vieron expandidas en las multiples competencias. Dichas aplicaciones abarcan areas como medicina, produc-
cion agropecuaria, microbiologia e industria alimentaria. Especificamente la herramienta CRISPR-Cas9 permite mo-
dificar la secuencia de ADN para mejorar las expresiones genéticas o fenotipos de organismos vivos, lo que lo convierte
en una metodologia vital para la investigacion de la funcién genética, modificacion de caracteres y la producciéon de
nuevas sustancias vitales (Zhu, 2022).

En el area de produccion vegetal, se considera esta herramienta como un sustituto a los métodos tradicionales
debido a que el tiempo de obtencién puede reducirse de meses a semanas y solo se transfieren las propiedades deseadas.
Suele aplicarse para mejorar el rendimiento de un cultivo de uso o consumo humano, asi como afiadir caracteristicas de
resistencia o tolerancia a condiciones de estrés abiotico y bidtico (Herrera-Cabrera et al., 2021). Dicha edicién genética
se ha llevado a cabo con éxito en multiples ejemplares como son Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), tabaco (Nicotiana
tabacum), arroz (Oryzae sativa) y trigo (Triticum aestivum) (Zhu, 2022).

Una de las limitaciones que tiene la edicion del genoma en plantas es el proceso de transformacion, por lo tanto,
en los préximos afios podria verse un nimero creciente de opciones para la edicion del genoma de plantas sin ADN y
evitando el cultivo de tejidos (Huang Holger Puchta et al., 2021). Recientemente, se logré un avance importante me-
diante la transformacion mediada por Agrobacterium de un ADN-T con tres factores estimulantes del crecimiento, Wus2,
STM e ipt, mientras que la edicion se inducia simultdneamente. Por lo tanto, los brotes editados con el genoma podrian
regenerarse a partir de plantas cultivadas en el suelo sin un paso de cultivo de tejidos (Maher et al., 2019).

Otro enfoque reciente con el objetivo de evitar el cultivo de tejidos ha sido la utilizacién de un vector de virus
ARN del virus del cascabel del tabaco (Ellison et al., 2020). Los autores lograron la edicion genética en las hojas infectadas
y también encontraron frecuencias de edicién mads altas en las partes superiores de las plantas que en la infeccion inicial.
Sin embargo, aunque CRISPR-Cas9 ha sido una gran herramienta que ha revolucionado la edicion genética, se han
abierto debates en los cuales se plantean preocupaciones y desafios de esta. Algunas de las complicaciones que se han
mostrado han sido los off-target effects, ya que esta tecnologia no funciona siempre de manera especifica, y puede afectar
genes no deseados (Liang et al., 2019).

En un futuro muy cercano veremos mejoras importantes en nuestra caja de herramientas de edicion del genoma.
Esto nos permitira proporcionar mejores herramientas para producir cultivos que necesiten utilizar menos pesticidas y

que los cultivos sean mads tolerantes al estrés ambiental debido al calentamiento global (Huang Holger Puchta et al.,
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2021). Esta revision sistematica proporcionara una visiéon completa y actualizada de la tecnologia CRISPR-Cas y su apli-
cacion en la agricultura, destacando tanto sus logros recientes como los desafios pendientes y las futuras direcciones de
investigacién. En el marco metodoldgico de esta revision, elementos para la investigacion clave se entiendan aspectos
de CRISPR-Cas9 que son fundamentales, asi como la identificacion de sus aplicaciones en la agricultura con el fin de

evaluar el estado actual del conocimiento de CRISPR-Cas9.

2. Métodos

La busqueda de la literatura se realizé en marzo del 2024, sin restriccion de fecha ni de idioma, en las bases de
datos especializadas Pubmed, Embase, Scielo, Science Direct, MDPI, Frontiers, Springer Link y en las siguientes fuentes
complementarias en btisqueda de literatura motores de btisqueda genéricos (Google y Google Académico). Es una es-
trategia de busqueda genérica con términos de lenguaje libre adaptada a diferentes fuentes de informacion, utilizando
palabras clave como ‘Ingenieria genética’, “Agricultura’, ‘ARN guia’, ‘CRISPR-Cas’, entre otros. La busqueda se limité

a articulos correspondientes al periodo 2011 al 2024.

3. Principios basicos de la tecnologia CRISPR-Cas
3.1 Descripcion de los componentes principales del sistema CRISPR-Cas

CRISPR-Cas, es un conjunto de secuencias de ADN encontradas en bacterias y arqueas, las cuales son parte de
un sistema de inmunidad adaptativa que les permite defenderse de virus (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019). La inmuni-
dad adaptativa se dirige especificamente a agentes infecciosos., se caracteriza por ser capaz de adaptarse y recordar
encuentros previos con patogenos especificos, esto permite una respuesta rapida y eficaz ante infecciones constantes
(Blanchard et al., 2020). La caracteristica que destaca el sistema CRISPR-Cas son las repeticiones idénticas de ADN que
son separados regularmente por estructuras conocidas como espaciadores (Figura 1). E1 CRISPR es una secuencia pe-
quefia cuenta con una longitud de 27 a 50 nt. Casi todos los sistemas tienen repeticiones de aproximadamente 30pb. Por
lo general la secuencia repetida es palindrémica, y es capaz de formar una estructura llamada horquilla (Barrangou,
2013).

N DE ADN ESPACIADOR REPETICION DE ADN

TTTTAGAGCTGTGTTT I TTAAGATTTGCTTTTAGAGCTGTGTTT

Figura 1. Diagrama general sobre el sistema CRISPR (Creado en Canva).

Estan separados por secuencias tinicas llamadas espaciadores, los espaciadores proceden de secuencias de ge-
nes de virus y plasmidos, Los proto espaciadores estan enseguida de un motivo adyacente proto espaciador (PAM)
conservado de corta longitud (2-5 nt) (Fineran & Charpentier, 2012). En la actualidad se clasifican los sistemas CRISPR-

Cas de bacterias y arqueas por su estructura y las funciones de las proteinas Cas (Liu et al., 2020), (Figura 2).



Scientia Agricolis Vita 2024, 2 4 of 20

Principal nucleasa

Tipo I

Cas3

Son complejos de proteinas

Clase | Tipo II Casl0

Cas de multiples
subunidades

Tipo IV

No asociado a nucleasa

Cas9

Clase 11 Utilizan una sola proteina

Casl2
Cas

Figura 2. Clasificacion de tipos de proteinas Cas (Creado en Canva).

Cas 1y Cas 2 estan presentes en los tipos de clasificacion, su funcion esta relacionada con la adquisicién del
espaciador. Especificamente Casl1 tiene actividad nucleasa en ADN de una sola hebra, uniones Holliday las cuales son
un intermediario importante en la recombinacién homologa, este proceso favorece la diversidad genética al intercam-
biar genes de dos cromosomas, horquillas de replicacion y en la formacién de espaciadores (Barrangou, 2013) (Figura
3). La estructura de CRISPR/Cas9 es de tipo II es relevante y al estar clasificada en clase II y solo se utiliza una sola
proteina Cas, facilitan el estudio de esta estructura (Mohr et al., 2016). Sistema CRISPR-Cas de Tipo II: el gen principal
es el Cas9, cuya funcion es codificar una proteina multidominio y combinar todas las funciones de efectores con el corte
de ADN diana fundamental para que se madure el crARN; endonucleasa de ADN guiada por ARN que se requiere
para la interferencia y la inmunidad en sistemas de tipo II. Estudios han revelado que la unién del gARN regula la
funcion de la proteina Cas9 al inducir un gran reacomodo de la proteina., hoy en dia, Cas9 de Streptococcus pyogenes (Sp
Cas9) es la proteina mas estudiada y por lo tanto utilizada para la edicién del genoma (Nozawa et al., 2011).
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Figura 3. Proteinas Cas involucradas en las diversas etapas de CRISPR (Bhattacharya & Satpati, 2023).

Arquitectura de la proteina Cas9, cuenta con una longitud de 800 a 1,400 aminoacidos, contiene dos dominios
homdlogos a las endonucleasas HNH y RuvC fundamentales para realizar el corte del ADN diana (Jinek et al., 2012).
Cas9 codifica una proteina que funciona en la biogénesis de crARN y el ADN diana. Los sistemas tipo II cuentan con el
tracrARN que incluye una secuencia de 25 nt complementaria a la repeticion CRISPR y posterior a eso se madura y
procesa el crARN mediante una endoribonucleasa ARNselll de mantenimiento que realiza el corte (Mendoza-Téllez et

al., 2022). El sistema CRISPR-Cas9 es un complejo formado por ARN guia tinico formado por tracrARN y crARN, dicha
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estructura sirve para realizar una edicién en el genoma. La endonucleasa Cas9 unida a sgRNA busca el objetivo de
doble hebra ADN mediante el escaneo de un proto espaciador de trinucleétidos corto adyacente motivo. El complejo
Cas9 sgRNA se dirige al ADN en dos fases: El complejo Cas9 sgRNA se une transitoriamente al ADN de forma inde-
pendiente de la secuencia en diversas ubicaciones a través de colisiones al azar para escaneo del PAM secuencia. Al
llegar a la secuencia objetivo se une y el resto de los complejos se disgregan rapidamente de los que no son PAM,
posterior a eso se inicia la fase de complementariedad del ADNt con sgRNA para la formacion heterodaplex. (Barran-

gou, 2013).

CAS9 CcAst CAS2 “2" " .’.’

Transcripcion

en—J1 NI

Elementos para la maduracién Maduracién

)
ot 1N ‘r
. @ ’ o N9

Figura 4. Mecanismo de acciéon de la proteina Cas9 (Creado en Canva).

3.2 Mecanismo de accion de CRISPR-Cas

El mecanismo mediado por CRISPR-Cas se divide en 3 etapas: adaptacién, en cual se incorporan espaciadores
en el locus CRISPR, expresion, donde el sistema se prepara para la accién expresando los genes Cas y transcribiendo el
CRISPR en crARN maduro con la ayuda de proteinas Cas e interferencia, donde el acido nucleico objetivo es reconocido

y destruido mediante la accién combinada del crARN y proteinas Cas (Figura 5) (D. Rath et al., 2015).

Figura 5. Inmunidad CRISPR-Cas 1 (Creado
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y proteinas Cas.

La edicion del genoma mediante nucleasas CRISPR-Cas9 se basa en la reparacién de rupturas de doble cadena
de ADN (DSB). En células eucariotas, los DSB se reparan mediante dos mecanismos principales: la reparacion dirigida
por homologia (HDR) y la unién de extremos no homdlogos (NHE]). Los cortes de doble cadena es uno de los dafios
mas severos al ADN, estos pueden emerger por motivos exdgenos y enddgenos. Los DBS pueden provocar inestabilidad
en los genes y perdida de material genético incluso en eucariotas puede inactivarse genes de vital importancia, lo que
ocasionaria inducir una muerte celular programada mediante apoptosis. Por suerte, las células cuentan con sistemas

enzimaticos para reparar ADN si es necesario (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015).
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A. Reparacion mediante recombinacion homologa HR: Mecanismo que detecta y repara dafios causados por
agentes fisicos, quimicos y radicales libres, particularmente las rupturas de doble cadena (DSB) en la fase
G2 del ciclo celular. Durante esta fase, el material genético se condensa y organiza, preparandose para la
divisién celular, y la célula contiene el doble de material genético. La alta eficiencia de las reparaciones se
debe a que las cromatidas hermanas que tienen informacién idéntica, se activan una serie de reacciones y
proteinas de reparacion que bloquean el ciclo celular (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015).

B. Reparacion por recombinacion homologa: En eucariotas, las rupturas de doble cadena (DSB) son recono-
cidas por un complejo proteico llamado MRN, compuesto por RAD50, MRE11 y NBS1. Este complejo posee
endonucleasas que degradan el ADN, generando cadenas sencillas (Tafurt-Cardona & Marin-Morales,
2015). La proteina RAD52 protege el ADN de las exonucleasas inespecificas, y RAD51, en presencia de ATP,
sintetiza un filamento de nticleo proteico que busca la secuencia homologa y cataliza el intercambio y apa-
reamiento de las cadenas junto con RAD52. Finalmente, se forma una estructura de cadenas entrecruzadas
denominada intermediario de Holliday, completando el proceso de reparacion (Figura 6) (Tafurt & Marin,
2015). A nivel molecular, se han identificado las proteinas XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C y RAD51,
ademas de las quinasas ATR y ATM, que reconocen los DSB (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015).

C. Reparacién mediante extremos no homologos: En eucariotas, el sitio de corte es reconocido por las proteinas
KU70y KU80, que mantienen ambas cadenas de ADN unidas. Posteriormente, la ligasa IV repara la ruptura
junto con el complejo XRCC4, que se une al extremo de ADN lesionado y une las cadenas (Figura 7) (Tafurt-
Cardona & Marin-Morales, 2015).
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Figura 6. Representacion de la reparacion por recombinacién homologa (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015).
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Figura 7. Reparacion de ADN por extremos no homdlogos (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015).

4. Aplicaciones de la edicion de genes en agricultura

4.1 Incremento en el rendimiento

Multiples factores afectan el rendimiento de los cultivos, incluyendo la manipulacién de la homeostasis de las
citoquininas. En Oryza sativa (arroz), la edicion del dominio C terminal de LOGL5, que codifica una enzima activadora
de citoquininas, ha mejorado el rendimiento del grano en diversas condiciones ambientales (C. Wang et al., 2020). Asi-
mismo, la eliminacién del gen que codifica la citoquinina oxidasa/deshidrogenasa (CKK), responsable de la degradacion
de citoquininas, ha generado fenotipos de alto rendimiento en trigo (Z. Zhang et al., 2019).

Desarrollar cultivos mas tolerantes a la sequia es otro reto clave para mejorar el rendimiento. La tolerancia a la
sequia esta relacionada con la fitohormona etileno, que regula la respuesta al estrés hidrico y temperaturas altas (Ka-
wakami et al., 2013). Disminuir la sensibilidad al etileno puede aumentar el rendimiento. Estudios se han centrado en
los genes ARGOS, que regulan negativamente la respuesta al etileno y modulan la transduccion de sefiales, lo que

mejora el rendimiento del grano en maiz (Shi et al., 2017).

4.2 Mejora en la calidad de los cultivos
Uno de los principales desafios en la agricultura es mejorar la calidad de los cultivos sin comprometer la produc-
cion (Aparicio et al., 2021). En cereales como trigo, cebada y centeno, las proteinas del gluten pueden causar enfermedad
celiaca en individuos susceptibles. Dado que las proteinas del gluten estan codificadas por aproximadamente 100 loci
en el genoma del trigo, los métodos tradicionales no logran reducir significativamente el contenido de gluten. Sin em-
bargo, la tecnologia CRISPR-Cas permite editar regiones especificas de los genes del gluten, generando lineas de trigo

con hasta un 85% de reduccién en el potencial alergénico (Sanchez-Artigas et al., 2021).

4.3 Resistencia a enfermedades
La modificacion genética ofrece soluciones para enfrentar enfermedades en plantas, mediante la introducciéon de
genes de resistencia dominantes o la alteracion de factores de susceptibilidad. La edicién de estos factores con CRISPR-
Cas se presenta como un enfoque prometedor para proteger las plantas del estrés bidtico (Aparicio et al., 2021). Por
ejemplo, Blumeria graminis f. sp. tritici, el hongo causante del milditi polvoriento en trigo se combate editando el gen

EDR1 (Enhanced Disease Resistance 1), que codifica una MAPK quinasa que inhibe la respuesta defensiva. Utilizando
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CRISPR-Cas, se han obtenido plantas resistentes mediante mutaciones simultaneas en tres dominios homologos de
EDRI (Y. Zhang et al., 2017). Ademas, CRISPR-Cas9 puede fragmentar genomas de virus vegetales de ADN, propor-
cionando resistencia viral. No obstante, se requiere una evaluacién cuidadosa, ya que la tecnologia puede generar plan-
tas con resistencia limitada o nula, lo que puede acelerar la aparicién de fugas virales (Mehta et al., 2019).
4.4 Resistencia a herbicidas

Comparado con los métodos tradicionales de transgénesis que introducen genes foraneos como el bar, que codi-
fica una fosfonitrocina N-acetiltransferasa, la edicidon dirigida mediante CRISPR-Cas de genes enddégenos de la planta
ofrece ventajas significativas, como flexibilidad, rapidez, bajo costo y naturaleza no transgénica (Aparicio et al., 2021).
La enzima acetolactato sintasa (als) (Kuang et al., 2020), clave en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada y
diana de herbicidas como sulfonilureas e imidazolinonas, puede conferir tolerancia a herbicidas mediante mutaciones
especificas (Powles et al., 2010). A diferencia de los métodos convencionales, CRISPR permite generar germoplasma
nuevo rapidamente, eliminando elementos genéticos negativos o introduciendo mutaciones de ganancia de funcién en

regiones especificas del genoma (Aparicio et al., 2021).

5. Avances recientes en la tecnologia CRISPR-Cas

5.1 Desarrollo de variantes de CRISPR-Cas con nuevas funcionalidades

La herramienta de edicién de genes CRISPR-Cas es altamente empleada por su simplicidad, escalabilidad y
asequibilidad en los proyectos de biotecnologia y medicina. Dicha técnica posee multiples variantes con diferentes fun-
cionalidades y aplicaciones. Actualmente, el sistema SpCas9, es el mas empleado cotidianamente debido a que posee
amplia compatibilidad PAM y alta actividad. Sin embargo, las aplicaciones se ven comprometidas por sus efectos se-
cundarios no deseados o las limitaciones por su falta de su secuencia PAM (NGG). Por lo tanto, existen variantes en
desarrollo con el objetivo de cubrir dichas limitaciones e intentar optimizar el uso de la herramienta CRISPR-Cas (Alle-
mailem et al., 2023). Los sistemas CRISPR-Cas en los que se profundizard son CRISPR-Cas12a, CRISPR-Cas13, CRISPR-
CasX y CRISPR-CasPhi.

Tabla 1. Variedades actuales de las proteinas CRISPR-Cas.

Variable Estructura Blanco Ventajas Referencias
CRISPR- Es una endonu- Se dirige a se- = Amplia el rango de Alok et al., 2020
Cas12a cleasa de ARN cuencias segui- secuencias a editar,

(sgARN) prove- das por el mo- porque lo que au- Safari et al., 2019
niente de Prevo- tivo de reconoci- menta la flexibili-
tella y Francisella, miento de pro- dad y capacidad de
proteina Casl2a tospacer (PAM) orientacién.
y ARN guia. rico en tiamina. * Produce multiples
cortes con extremos
romos.
* Estructura com-
pacta.
CRISPR- Conformado por Sedirigeal ARN. = Capacidad de diri- Huang et al,
Cas13 proteina Cas13y girse al ARN, con- 2022
un ARN CRISPR trario a las otras

(crARN). La

proteina  tiene

proteinas Cas que
se dirigen a ADN.

Hillary &
Ceasar, 2023
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dos dominios,
uno de reconoci-
miento de ARN
y otro de activi-
dad de corte nu-

cleasa.

Altamente especi-
fico para inducir
mutaciones especi-
ficas.

Como su objetivo es
el ARN tiene distin-

tas aplicaciones
como es la detec-
cién genética de en-
fermedades virales

o infeccionas.

CRISPR- Contiene  pro- Se dirige a se- ®* Su tamafo menor a Liuetal., 2020
CasX teina CasX des- cuencias especi- 1000 aa
activada, ficas de ADN o = Versatilidad Yang & Patel,
sgARN yunsus- ARN. * Facilidad de edicién 2019
trato de ADNc. genética puntual.
CRISPR- Posee proteina @ Se dirige hacia = Inusualmente pe- Pausch et al,
CasPhi asociada con un ADN viral utili- querio. 2020

sistema CRISPR. zando
sg ARN.

un = Eficaz en la defensa
contra virus especi-
ficos.

ARN: Acido ribonucleico, ADN: Acido desoxirribonucleico, sgARN: guias de ARN de una cadena, PAM: Motivo de

reconocimiento protospacer, crARN: ARN cortos de CRISPR.

5.2 Estrategias para aumentar la precision de la edicion génica

Con el gran uso de los mecanismos CRISPR-Cas en la edicion génica podemos notar sus grandes ventajas y
beneficios que nos proporcionan como la alta especificidad, eficiencia y rentabilidad, no obstante, conforme su préctica
aumenta, también se han denotado limitaciones y/o areas de mejora para mantener esta herramienta optimizada y que
incremente la aplicacion en multiples campos de la ciencia (Chavez-Jacobo, 2018). Si la proteina Cas entra o sale del sitio
PAM depende del sgARN, el tipo de proteina, la concentracién de ribonucleoproteina, la temperatura de edicién y el
tiempo de accién. Uno de los efectos fuera del objetivo no deseados son la escision, esto puede ser originado por el mal
disefio del sgARN, baja especificidad de las proteinas Cas o la expresion excesiva de CRISPR-Cas (Sanchez-Artigas et
al., 2021). Se propone la modificacion de sgARN empleando bases de datos donde estadisticamente se pueda disenar el
modelo mas preciso. Una de las transformaciones mas empleadas es la eliminacién o adicién de nucleétidos en los
extremos 5" 0 3" para reducir las mutaciones fuera del objetivo, esto se logra porque se disminuye la afinidad de unién
del sgARN pero se aumenta la unién de Cas9 a la secuencia objetivo, resultando en un aumento de la especificidad sin
comprometer la eficiencia de edicion gendmica (Feng et al., 2022).

Otra estrategia es la identificacion e implementacion de diferentes variantes de la proteina Cas mediante el
estudio del metabolismo empleadas en los microorganismos con la finalidad de encontrar aquellas que posean las me-
jores caracteristicas o en efecto, tengan un amplio espectro de posibilidades de ser empeladas (Mattiello et al., 2022). Por
otra parte, la concentracion de ribonucleoproteina (RNP) es decisiva, si hay altas cantidades suelen aumentarse los
efectos fuera del objetivo, y si las cantidades son bajas se reduce la eficiencia de escision. Usualmente se prefiere que la

cantidad sea baja mediante el uso de diferentes promotores o reducir la concentracion baja de plasmidos (Hsu et al.,
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2013). Por ultimo, optimizar las condiciones de reaccion, como es la temperatura y el tiempo que pueden afectar de
manera positiva o negativamente. Se ha demostrado que reducir el tiempo de ediciéon y mantener la temperatura estan-

dar reduce las limitaciones y mejora la eficiencia (F. Zhang, 2019).

5.3 Aplicaciones emergentes de CRISPR-Cas en agricultura

La aplicaciéon de esta herramienta va mas alla de la edicién genética, también se emplea para la modificacién
de la expresion génica y la epigenética de las plantas, ampliando las posibilidades para la mejora de cultivos de manera
precisa y efectiva (Lee et al., 2019). La edicidn de secuencias implicadas en la regulacién resulta un enfoque interesante
para la mejora de la expresion génica. Se pueden eliminar los sitios represores dentro del gen de interés para dar como
resultado una transcripcién mas estable y, por lo tanto, una mejoria en el cultivo (Lee et al., 2019). Como ocurre con la
regulacion de los miARN, los cuales regulan la estabilidad y traduccién de transcritos en plantas, al eliminarlos me-
diante CRISPR-Cas permite mejorar rasgos como el rendimiento, calidad y resistencia al estrés, con diferencia a la mo-
dificacion usual, esta técnica concede un ajuste fino de los niveles de expresion y traduccion (Tyumentseva et al., 2023).
No obstante, este enfoque puede resultar en fenotipos pleitropicos o indeseables, por lo que en la actualidad se siguen
buscando alternativas mas efectivas y especificas al momento de querer mejorar genéticamente un cultivo (Ferreira &
Reis, 2023).

En cuanto a los cambios epigenéticos, son las modificaciones en los genes sin alterar la secuencia de ADN a
causa de la edad o la exposicion a factores ambientales, y son hereditarios (Lee et al., 2019; Tyumentseva et al., 2023).
Por lo que la edicion epigenética mediada por CRISPR-Cas es la reprogramacion transcripcional en los sitios especificos
empleando enzimas epigenéticas fusionadas con Cas de catalitica (dCas) para obtener beneficios como la tolerancia al
estrés abidtico, y el mejoramiento del crecimiento y desarrollo de las plantas (Jogam et al., 2022). Las caracteristicas de
la reproduccién asexual de las plantas favorecen el mantenimiento y estabilidad de las modificaciones del genoma. La
epigenética tiene gran potencial para la investigacién y futuras aplicaciones en la agricultura, debido a que puede estu-
diar la funcién de los factores de transcripcion, regulacién de genes enzimaticos en rutas metabolicas, y optimizar la

expresion de genes funcionales que confieren caracteristicas de resistencia (Qi et al., 2023).

6. Consideraciones éticas y regulatorias
6.1 Discusion sobre los aspectos éticos y sociales de la edicion de genes en agricultura

La edicion genética mediante CRISPR-Cas, sin la insercidon de genes foraneos, se considera menos invasiva y, por
lo tanto, moralmente mas aceptable (Bartkowski et al., 2018). Estas tecnologias ofrecen ventajas medioambientales y
econdmicas significativas, como el aumento del rendimiento de cultivos y la reduccién en el uso de pesticidas y herbi-
cidas. Sin embargo, si el acceso a estas tecnologias se restringe a unos pocos, podria beneficiar principalmente a grandes
productores, dejando a pequenios agricultores y ganaderos en desventaja (Iafiez Pareja, 2016). Ademas, debido a las
ventajas que presentan los cultivos comerciales alterados genéticamente respecto a los nativos, existe el riesgo potencial
de que las semillas nativas sean gradual e inconscientemente desplazadas, lo que representa un peligro latente para la
soberania alimentaria de los pueblos, recordemos que la autosuficiencia en alimentos es la necesidad mas vital en una
comunidad y aprovechar de esa dependencia y susceptibilidad no seria para nada ético ni moral (Casquier & Ortiz,
2012).

6.2 Marco regulatorio actual y perspectivas futuras para la utilizacién de CRISPR-Cas en cultivos agricolas.
Hoy en dia existen regulaciones a las que se encuentran sometidos los organismos genéticamente modificados
(OGM). En paises como Canada y Estados Unidos, la legislacién sobre organismos modificados genéticamente (OMG)
excluye a las plantas producidas mediante edicidon genética, ya que estas no contienen ADN foraneo (Waltz, 2018). En

contraste, el Tribunal de Justicia de la Unién Europea (TJUE) ha dictaminado en el caso C-528/16 que los organismos
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obtenidos mediante técnicas de mutagénesis deben ser regulados como OMG y estan sujetos a la directiva correspon-
diente, debido a que estas técnicas alteran el material genético de manera que no ocurre de forma natural.

CRISPR-Cas esta avanzando rapidamente, con investigaciones centradas en aumentar su eficiencia y reducir
los efectos off-target. Las estrategias principales para mitigar estos efectos incluyen ajustar el tamafio del ARN guia, usar
ribonucleoproteinas (RNP) y modificar la proteina Cas asi como optimizar su concentracion (Hsu et al., 2013). Mientras
tanto, la mayoria de los estudios se enfocan en el silenciamiento de genes, la mutagénesis dirigida a través de reparacion
dirigida por homologia (HDR) sigue siendo un reto debido a su baja probabilidad de ocurrencia en plantas y las difi-
cultades en la transferencia de componentes al nticleo celular (Steinert et al., 2016). No obstante, se han logrado algunos

avances en esta area.

6.3 Desafios relacionados con la bioseguridad y la gestion de riesgos ambientales asociados con los cultivos
editados genéticamente

Aunque CRISPR-Cas genera las posibilidades de mejorar cultivos y resolver problematicas agricolas, se tienen
algunas preocupaciones respecto bioseguridad y biodiversidad. Esto es a raiz de que los genes editados formaran parte
del ADN de la planta, la cual se espera que la produccién escale a niveles exponenciales, siendo asi expuesto al medio
natural (Karavolias Nicolas, 2022).

Al tener contacto con el ambiente, existe un sinfin de posibilidades, desde la propagacién de genes que pueden
alterar ecosistemas naturales, eliminar o desplazar especies silvestres, generar resistencia y posible evolucién de plagas
y malas hierbas, dificultad en la regulacién y/o monitoreo de cultivos, hasta el desconocimiento de la repercusion del
consumo de dichos cultivos en humanos, animales, insectos u otras especies (Casquier & Ortiz, 2012). Es por eso por lo
que se han implementado alternativas y generado teorias de investigacion para reducir estos posibles efectos secunda-
rios. En lo cual ha destacado la reduccion de los efectos fuera del objetivo donde se buscan optimizar la herramienta
para tener mayor fidelidad o utilizar sistemas de vectores alternativos menos riesgosos en la transferencia (J. Rath, 2018).

A pesar de lo dicho, los riesgos de contencidn siempre estaran presentes por lo que siempre sera fundamental
garantizar la contencion de los cultivos genéticamente modificados o de patdgenos hasta que se encuentre otra herra-
mienta que pueda facilitar la proyeccion de las consecuencias a largo plazo por utilizar estos organismos genéticamente
modificados y descartar cualquier peligro inminente. Por tiltimo, y no menos relevante, siempre sera de alta relevancia
la regulacion y normalizacion por parte gubernamental, evitando las lagunas legales para que los avances cientificos se

realicen hacia el avance de la sociedad moderna y no al contrario (Ianez Pareja, 2016).

7. Desafios y limitaciones:

La tecnologia de CRISPR-Cas ha demostrado ser una técnica revolucionaria para la edicién genética la cual
puede ser de gran ayuda en el area de la agricultura. Sin embargo, esta puede presentar ciertos desafios que pueden
limitar su uso en ciertas especies. Dentro de los desafios se pueden encontrar el off-target effect, algun tipo de obstaculo

técnico, econdmico, logistico o biologico, entre otros (F. Zhang et al., 2014).

7.1 Off-target effects y estrategias para minimizarlos.

Las mutaciones fuera del objetivo u Off-target effect, como se conocen en inglés, son una de las principales limi-
taciones que la tecnologia CRISPR-Cas9 presenta. Por lo general este tipo de mutaciones o translocaciones de los cro-
mosomas pueden ser observadas en tasas muy altas, lo que suele amenazar la especificidad de CRISPR-Cas9 (Fernanda
Lammoglia-Cobo et al., 2016). En la actualidad se ha buscado minimizar este tipo de mutaciones, por lo general se trata
de mejorar la especificidad de la tecnologia CRISPR-Cas9 mediante la optimizacién de los componentes de edicién
genética. Las principales estrategias para la reduccion de off-targets incluyen el disefio y la modificacién de sgRNA, la

mejora de enzimas de Cas9, edicion génica independiente de DSB y mejora de los métodos de delivery (Guo et al., 2023).
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En cuanto a mejoramiento de proteinas de Cas9, se ha demostrado que la proteina SpCas9 puede mejorar su precision
reduciendo su unién al ADN no deseado. Variantes como el eSpCas9 y el SpCas9-HF1 demostraron alta actividad en
los sitios deseados y redujeron significativamente los sitios fuera del objetivo. Otras estrategias, como el uso de Cas9
nickases y la exploracién de homdlogos de Cas9 con secuencias PAM mas raras, también estan siendo investigadas para
mejorar la especificidad de CRISPR-Cas9 (C. Liu et al., 2017).

Por otro lado, la modificacion de sgARN se utiliza para mejorar la precision en la edicion del genoma mediante
ajustes en su longitud y modificaciones quimicas. Estas modificaciones reducen los efectos fuera del objetivo de la nu-
cleasa Cas9, mejorando la especificidad de la edicién genémica. Sin embargo, estas estrategias estan limitadas a aplica-
ciones que utilizan ARN sintético en lugar de transgenes basados en ADN (Cho et al., 2014). Asimismo, se puede utilizar
editores de bases como ABE y CBE que permiten la edicién del genoma sin DSB, reduciendo los efectos fuera del obje-
tivo. Sin embargo, pueden generar nuevos efectos fuera del objetivo, como la edicion de ARN y ADN independiente de
sgRNA. Métodos como EndoV-seq y Detect-seq ayudan a detectar estos efectos. Los editores epigenéticos ofrecen otra
opcion para reducir efectos fuera del objetivo, aunque deben evaluarse para posibles efectos epigenéticos no deseados
(Liang et al., 2019).

Por ultimo, la modificacion de los métodos de entrega como electroporacion de ribonucleoproteinas (RNP)
muestra una alta eficiencia en la edicién del objetivo y una baja incidencia de mutaciones fuera del objetivo en compa-
racion con otros métodos de entrega. Ademas, el uso de nanoparticulas lipidicas (LNPs) para entregar mRNA de Cas9
y sgRNA permite una rdpida degradacién “in vivo”, lo que lo convierte en el vector mds popular para la edicién génica

“in vivo” y ha llevado al desarrollo de nuevos farmacos en ensayos clinicos (Cho et al., 2014).

7.2 Barreras para la aplicacion eficiente de CRISPR-Cas en diferentes especies de plantas

Aunque se han realizado esfuerzos considerables para secuenciar los genomas vegetales, ain persisten lagunas
significativas en nuestra comprension de la funcién de muchos genes el uso de CRISPR-Cas9 en plantas enfrenta un
desafio crucial el cual es la identificacion precisa de los genes objetivo antes de cualquier manipulacion genética. Este
vacio de conocimiento limita la capacidad de realizar ediciones genéticas precisas para lograr los efectos deseados en
las plantas. Sin embargo, los Estudios de Asociacién del Genoma (GWAS) ofrecen una esperanza prometedora al pre-
decir con precision las funciones de los genes. Al utilizar los resultados de GWAS, los investigadores pueden orientar
sus esfuerzos hacia la manipulacion genética precisa en plantas, como se ha demostrado en casos recientes, como la
modulacién de los niveles de antocianina en el arroz. Este enfoque permite una aplicacion mas efectiva de la tecnologia

CRISPR-Cas9 en la ingenieria genética para alcanzar resultados especificos y deseados (Cho et al., 2014).

7.3 Obstaculos econdmicos y logisticos para la adopcion generalizada de cultivos editados genéticamente en
la agricultura

La implementacion generalizada de cultivos modificados genéticamente en la agricultura podria enfrentar
desafios tanto econémicos como logisticos. La introduccién de nuevas tecnologias agricolas requiere de importantes
inversiones en investigacion, desarrollo y comercializacién, ademas de enfrentar regulaciones y preocupaciones de la
opinion publica. Para superar estos obstaculos, es importante promover la colaboracién entre el sector publico y el
privado para poder respaldar politicas que fomenten la innovacion y el uso responsable de la tecnologia CRISPR-Cas
en la agricultura (Ronald & Kliegman, 2022).

En cuanto a las regulaciones de los cultivos, estas pueden complicar la introduccién de la tecnologia CRISPR-
Cas9 en la agricultura debido a las diferencias y varianza que puede existir entre dichas regulaciones. Ademas, los altos
costos asociados con el desarrollo y la comercializacion de estos cultivos representan un desafio significativo, ya que se

necesitan grandes inversiones en investigacion y desarrollo, asi como en tramites regulatorios (Baumann, 2016). Por
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otro lado, la aceptacion publica de los cultivos editados con la tecnologia CRISPR-Cas9 son temas importantes de con-
siderar ya que, requieren de infraestructura y materiales adecuados los cuales enfrentan preocupaciones de seguridad

y aceptacion por parte de la sociedad (Ronald & Kliegman, 2022)

8. Perspectivas futuras y areas de investigacion emergentes

8.1 Desafios globales

La edicion de genes con CRISPR-Cas nos brinda la oportunidad de abordar retos que hoy en dia afectan a la
poblacion en diversos campos, CRISPR-Cas tiene como ventajas ser una tecnologia adaptable, sencilla de manejar y
eficiente (Chavez-Jacobo, 2018). En algtn futuro cercano se podrian estar utilizando cultivos resistentes a condiciones
climatoldgicas extremas, sobre todo a sequias y altas temperaturas, investigadores ya estan trabajando en hacer esto
posible e intentando hacer cambios en cultivos importantes como el trigo, arroz y la cafa de azticar (Jiménez & Carvajal-
Campos, 2021). Esto es solo el comienzo de las investigaciones basadas en la tecnologia CRISPR se plantea producir
plantas que puedan combatir plagas, que mas personas tengas acceso a alimentos, producir compuestos terapéuticos.
Se cree que pronto se puedan ver los resultados de estas investigaciones y que en los proximos afios apareceran aplica-

ciones cada vez mas creativas de las herramientas CRISPR (Ronald & Kliegman, 2022).

8.2 Investigacion en nuevas aplicaciones y tecnologias relacionadas con CRISPR-Cas

Durante estos tltimos afios se han explorado las aplicaciones que pueden darsele a la tecnologia de CRISPR-
Cas9. Esta promete ser una herramienta que pueda utilizarse en diversas dreas como la medicina, la agricultura, biotec-
nologia, entre otros, para erradicar enfermedades, desarrollar cultivos mas resistentes y nutritivos, etc (Morshedzadeh
et al., 2024).

El CRISPR-Cas9 se ha utilizados en el tratamiento de enfermedades genéticas como fibrosis quistica, la anemia
de células falciformes mediante la desactivacion del gen BCL11A, lo que aumenta la producciéon de hemoglobina fetal
y en la distrofia muscular de Duchenne (W. Liu et al., 2021). Dentro del area de prevencion de enfermedades, se ha
utilizado CRISPR-Cas9 en ensayos para tratar enfermedades infecciosas como el VIH, tanto eliminando el genoma del
virus como bloqueando su entrada en las células huésped. Ademas de editar el genoma, CRISPR-Cas-9 puede regular
artificialmente la expresion génica activando o silenciando genes especificos, lo que tiene aplicaciones en la investiga-
cion basica y la terapia génica (Vasconcelos Komninakis et al., 2024).

Los ultimos avances en la investigacion sobre CRISPR-Cas9 se centran en superar los desafios relacionados con
su precision y eficacia en la entrega. Se estan explorando métodos mas equitativos para evaluar como Cas9 se une y
corta el ADN, especialmente su actividad no deseada, que atn es poco entendida. Esto incluye técnicas como la secuen-
ciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP-seq) y la deteccion de roturas de doble cadena para mapear exhaus-
tivamente los sitios de accion del Cas9 en el genoma (Mingarro & del Olmo, 2023). Ademas, se estan investigando
sistemas de entrega no virales y versiones mas pequenas del Cas9 para superar las limitaciones de los vectores virales
tradicionales, lo que podria ampliar las aplicaciones del CRISPR-Cas9 y mejorar su precision. Estos esfuerzos prometen
no solo una mejor comprension de la biologia y la especificidad de Cas9, sino también el desarrollo de terapias génicas

mas efectivas y seguras (Zhu, 2022).

8.3 Colaboraciones interdisciplinarias entre genetistas, agronomos, bioinformaticos y reguladores para im-
pulsar el desarrollo responsable y sostenible de la edicion de genes en agricultura
Los ingenieros agrénomos han trabajado en el desarrollo de nuevas técnicas de produccion y mejora de los

cultivos, incluyendo especies y semillas mas resistentes a plagas y climas extremos, asi como mejoradas genéticamente.
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Estas mejoras contribuyen a garantizar la seguridad alimentaria y aumentar los rendimientos e ingresos de los agricul-
tores (Ronald & Kliegman, 2022). Tanto genetistas como bioinformaticos se dedican estudiar la genética de los cultivos
y analizar los datos gendmicos. Esta colaboracién permite identificar genes de interés, comprender su funcién y desa-
rrollar estrategias de edicion genética para mejorar las caracteristicas de los cultivos, como su resistencia a enfermedades

o su adaptacién a diferentes condiciones ambientales (Zhou et al., 2023).

9. Conclusiones

CRISPR-Cas ha emergido como una técnica prometedora para la investigacion vegetal basica y aplicada. La
complementacion de la Biotecnologia vegetal con la técnica CRISPR-Cas ha permitido un avance significativo en el
ambito agricola, las aplicaciones potenciales y las ya existentes son numerosas. El crecimiento evidente de la poblacién
requiere de cosechas prolificas que se logren aun en las adversidades que traen consigo las regiones con climas compli-
cados y el acelerado cambio climatico, es por ello por lo que el uso de estas tecnologias en nuestro criterio es necesario,
sin embargo, consideramos que un equilibrio con el ambiente seria lo apropiado, evaluar sin sesgo cual es el limite en
el que se puede avanzar sin comprometer nuestro entorno, seria la sinergia ideal.

La comunidad cientifica y empresarial debe apegarse con conciencia a las regulaciones morales y éticas para
que los avances realizados sean seguros para el humano y para el ambiente, es necesario hacer a un lado los intereses
econdmicos que representa el uso de esta tecnologia y priorizar el bienestar humano, asi como su entorno. Sin duda, el
uso de CRISPR-Cas en la agricultura se necesita y representaria un hito del siglo XXI siempre y cuando se realice con
conciencia, viendo objetivamente en favor de la poblacién y del ambiente, debera estudiarse con cautela si un producto

proveniente de edicién génica es nocivo para la poblacion o el ambiente, si afecta a alguno de estos no puede utilizarse.

10. Perspectivas a futuro

CRISPR-Cas9 se ha convertido en una herramienta muy importante para la edicion genética en diversas éreas,
desde la medicina, hasta la agricultura. En cuanto al area médica, esta tecnologia ofrece la posibilidad de generar trata-
mientos mas precisos y personalizados para una diversidad de enfermedades genéticas, infecciosas o incluso para el
cancer. Por otro lado, si se utiliza CRISPR-Cas9 en la agricultura, este puede revolucionar la produccién de alimentos
al permitir la creaciéon de cultivos con una alta resistencia a enfermedades, a temperaturas y condiciones climaticas
extremas y con un alto valor nutricional. Pudiéndose reflejar como un aumento en la seguridad alimentaria, reduciendo
asi la dependencia a pesticidas y fertilizantes.

Asimismo, en el ambito de la biotecnologia, se anticipan avances significativos con la capacidad de disefiar
organismos modificados genéticamente para aplicaciones industriales y ambientales, como la produccién de biocom-
bustibles, la biorremediacion y la sintesis de compuestos farmacéuticos. Sin embargo, estos avances también plantean
desafios éticos y regulatorios importantes que deben abordarse de manera cuidadosa y deliberada. Es crucial garantizar
que el uso de CRISPR-Cas9 sea responsable y equitativo, protegiendo la seguridad y los derechos de las personas y el

medio ambiente, al tiempo que se fomenta la innovacién y el progreso cientifico.
11. Declaracion de ética
Los autores respaldan plenamente este trabajo y han contribuido de manera significativa que justifica su autoria.

No existe conflicto de interés y se han seguido todos los procedimientos éticos y requisitos necesarios.

12. Abreviaturas
ADN: 4cido desoxirribonucleico; ALS: enzima acetato sintasa; CRISPR-Cas: repeticiones palindromicas cortas

agrupadas y regularmente interespaciadas; ctARN: ARN cortos de CRISPR; DBS: reparacion de la ruptura de la doble
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cadena de ADN; tracrARN: ARN CRISPR transactivante; gARN: ARN guia; LOGL5: citoquinina ribdsido 5'-
monofosfato fosforribohidrolasa; Nt: nucle6tidos; NHE]: unién de extremos no homologos; RH: reparaciéon homologa;
PAM: motivo adyacente de proto espaciador; Quizalofop: herbicida fenoxi selectivo de postemergencia, empleado para
controlar las malas hierbas anuales y perennes; OGM: organismos genéticamente modificados; RNP: complejo de ribo-

nucleoproteina.
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Resumen: La planta de cannabis ha generado interés y controversia por sus diversos usos entre los que se destacan los usos medi-
cinales. Cultivada por miles de afios y distribuida globalmente, esta planta produce diversas sustancias de interés medicinal, como
los fitocannabinoides, que interactian con el sistema endocannabinoide (SEC) y la endocannabinoidoma (eCBoma) en animales. .
Estos sistemas estan activos tanto en individuos sanos como en patologias, y juegan roles cruciales en la homeostasis intestinal y
durante la inflamacién. Los cannabinoides terapéuticos, conocidos por sus propiedades antiinflamatorias, enfrentan limitaciones
como baja solubilidad y biodisponibilidad por algunas vias de administracién, ademas de ser vulnerables a factores ambientales y
fisiolégicos. La nanotecnologia emerge como una solucién prometedora para superar estos obstaculos en la medicina herbal. Diversas
metodologias han sido desarrolladas para crear sistemas de nanoentrega, como nanoparticulas poliméricas, mejorando las propie-
dades fisico-quimicas y el potencial terapéutico de los cannabinoides. Estos avances en nanoencapsulamiento han mostrado resulta-
dos positivos, potenciando la efectividad de los fitocannabinoides en aplicaciones médicas.

Palabras clave: cannabis; fitocannabinoides; endocannabinoidoma, sistema endocannabinoide; nanotecnologia; nanoparticulas.

1. Introduccion

La mariguana, o Cannabis sativa, ha sido punto de polémica en la actualidad en parte por sus usos recreativos, pero
por otra parte por sus usos medicinales, entre otros. Esta planta ha sido cultivada por el ser humano durante miles de
afnos y actualmente presenta una distribucién cosmopolita. Notablemente, es productora de numerosas y diversas sus-
tancias de interés medicinal, como los fitocannabinoides (Hourfane et al., 2023). Los fitocannabinoides interacttian con
un complejo y amplio sistema de sefalizacion celular en animales conocido inicialmente como sistema endocannabi-
noide (SEC). Tras su descubrimiento, investigaciones posteriores se enfocaron en identificar otros mediadores de los
efectos de los fitocannabinoides, encontrando una red de sefalizacion celular aiun mas amplia que el SEC, denominada
recientemente como endocannabinoidoma (eCBoma) (Di Marzo and Piscitelli, 2015). Estos sistemas se encuentran acti-
vos en individuos sanos y durante eventos patoldgicos ejerciendo numerosas actividades atin estudiadas. En intestino,
contribuyen a la homeostasis y tienen roles muy diversos durante episodios de inflamacién, entre otras alteraciones
Estos sistemas pueden ser modulados a través de la administracion terapéutica de cannabinoides y se han estudiado
sus propiedades antiinflamatorias durante inflamacion intestinal (Di Marzo and Piscitelli, 2015; Schiano Moriello et al.,
2022). Sin embargo, surgen limitantes importantes con el uso de fitoterapéuticos, tales como su baja solubilidad, biodis-
ponibilidad o sus propiedades fisico-quimicas que los hacen susceptibles a factores medioambientales o de la misma
fisiologia. La aplicacién de la nanotecnologia en la medicina herbal provee de una herramienta prometedora para su-
perar estas limitaciones (Dewi et al., 2022). Multiples metodologias se han desarrollado para elaborar diferentes tipos
de sistemas de nanoentrega como nanoparticulas poliméricas (Semwal et al., 2015) y ya se han desarrollado algunos
sistemas de nanoentrega para el nanoencapsulamiento de cannabinoides, que han reportado resultados interesantes
mejorando sus cualidades fisico-quimicas y potencial terapéutico.

1.1. Cannabis sativa L. y cannabinoides
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La planta de cannabis, o mariguana, (Cannabis sativa L.) ha tenido presencia junto al ser humano durante milenios.
Dos lugares parecen ser la cuna de los origenes de la planta: las laderas de los Himalayas y las llanuras de Pamir y se
cree que fue la primera planta domesticada por la humanidad. La evidencia mas antigua de su cultivo data de una soga
de cafiamo en 26,000 a.C en la Republica Checa (Hourfane et al., 2023). Otro hallazgo mas reciente la sittia alrededor de
10,000 afios atras en China, de acuerdo con evidencia arqueoldgica, en donde se utilizaba para obtencidn de alimento y
fibras (Klumpers and Thacker, 2019). La planta para sus diversos usos hizo su primera aparicion en el continente
americano a través de Chile, en 1545; y Canada, en 1606 (ElSohly et al., 2017). Su adaptabilidad a diferentes climas la ha
llevado a una distribucion mundial. Los registros histdricos revelan que la planta ha sido utilizada como fuente de fibra,
alimento, aceites, elemento recreativo, religioso, alimento para ganado y para el cuidado de piel y cabello. Ademas de
su uso como elemento medicinal, en donde se ha destacado su uso terapéutico para el tratamiento de dolor crénico,
depresién e inflamacién. La planta contiene un gran nimero de compuestos quimicos, alrededor de 550 moléculas.
Estos componentes principalmente pertenecen a las clases de los cannabinoides, terpenoides, estilbenos, lignanamidas,
carotenoides, flavonoides y alcaloides (Hourfane et al., 2023).

Los cannabinoides son moléculas con una estructura quimica especifica o que actian como ligandos farmacoldgi-
cos de receptores de endocannabinoides humanos (Giilck and Meller, 2020). Los efectos fisioldgicos de los cannabinoi-
des se deben a multiples mecanismos, que incluyen la interaccién con receptores cannabinoides (CBRs) y otras rutas de
senalizacion (Turner et al., 2017a). El cannabidiol (CBD) y el tetrahidrocannabinol (THC) son conocidos por su capaci-
dad para modular las funciones de multiples sistemas en salud y enfermedad (Nichols and Kaplan, 2020). Ademas, el
CBD interacttia con multiples blancos en desérdenes neuroldgicos, actuando a través del sistema endocannabinoide y
la endocannabinoidoma (eCBoma), que incluyen diversos receptores acoplados a proteina G, canales idnicos activados
por ligando y voltaje, y receptores activados por proliferador del peroxisoma (PPARs) (Di Marzo and Piscitelli, 2015).

1.2. Sistema endocannabinoide y endocannabinoidoma y su presencia en intestino.

El sistema endocannabinoide (SEC) comprende al conjunto de receptores acoplados a proteina G de cannabinoides,
CB1 y CB2; sus ligandos end6genos mas estudiados, los endocannabinoides 2-AG y AEA (anandamida); y las 5 enzimas
que inicialmente se creia eran las nicas responsables de su sintesis y degradacion, las enzimas NAPE-PLD y DAGL
a/P para la sintesis de AEA y 2-AG, respectivamente; y FAAH y MAGL, para la degradacion de AEA y 2-AG, respecti-
vamente (Di Marzo and Piscitelli, 2015). Por su parte, la endocannabinoidoma (eCBoma) se define como el conjunto de
mediadores lipidicos con similitudes quimicas, bioquimicas y funcionales con endocannabinoides (AEA y 2AG), los
blancos de estos mediadores (como receptores cannabinoides CB1/CB2 y otros receptores no CB1/CB2), y sus enzimas
anabolicas y catabdlicas. Debido a las interacciones entre estos ligandos y sus mediadores, como receptores acoplados
a proteina G, canales ionicos activados por ligando, receptores PPAR, entre otros; se regulan diversas funciones del
organismo como el metabolismo, inflamacién y comportamiento, por ejemplo (Silvestri and Di Marzo, 2023). Los can-
nabinoides y receptores relacionados han mostrado una amplia distribucién en animales y humanos. Por ejemplo, en
intestino de felinos y caninos los receptores CB1 se pueden encontrar en neuronas entéricas, fibras nerviosas, células
parietales gastricas, células epiteliales incluyendo caliciformes y enteroendocrinas. Mientras que CB2 se puede encon-
trar también en células epiteliales, pero mayormente en células inmunes perivasculares. GPR55 se puede encontrar en
células de musculo liso y macroéfagos de lamina propia, células plasmaticos y mastocitos. Algunos estudios han mos-
trado la expresion de receptores de la eCBoma durante inflamacion intestinal y colitis crénica, sugiriendo que la sefia-
lizacion de este sistema esta involucrada en la homeostasis intestinal (Schiano Moriello et al., 2022).

Tabla 1: Distribucion principal de los receptores de la eCBoma investigados en el
tracto gastrointestinal de perros (gris), gatos (amarillo) o ambas especies (verde).
Traducido de (Schiano Moriello et al., 2022)

Tipo celular

CB1
CB2

GPR55
PPARa
PPARy

Células de la ldmina propia

Enterocitos/colonocitos

Mastocitos
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Inmunocitos

Células de musculo liso

Macrofagos

Células caliciformes

Neuronas del plexo submucoso y glia

Glia del plexo mientérico

Neuronas del plexo mientérico

Células enteroendocrinas

Neuronas entéricas

Células enterogliales

Los cannabinoides enddgenos, fitogénicos o sintéticos pueden interactuar o internalizarse en células desde la mem-
brana plasmatica y dentro del citoplasma celular o nticleo. En células, se han descrito y sugerido diversos mecanismos
con los cuales el cannabidiol, y otros cannabinoides, pueden ser absorbidos o interactuar (Figura 1).

Endocannabinoides
Fitocannabinoides
Cannabinoides sintéticos

CB1/CB GPRs

Senalizacion intracelular: -Permeabilidad celular

-Regulacion secretora -Secrecion y absaorcion
-Regulacion de la permeabilidad @

-Regeneracidn epitelial

-Segrecion clorohidropeptidica @
-Despelarizacion de membrana

-Sensacidn térmica, mecénica
y guimica

NUCLEO

DADIN

Figura 1: Mecanismos de interaccion e internalizacion de cannabinoides (fitocannabinoides, cannabinoides enddge-
nos y sintéticos) en células enterociticas y sus receptores con afinidad a ligandos cannabinoides. 1. Unién directa a
receptores con afinidad a cannabinoides. 2. Internalizacion a través de proteinas de unién a acidos grasos (FABPs) y
canales transportadores de membrana de endocannabinoides (EMT) putativos. 3. Internalizacion a través de la mem-
brana plasmatica. 4. La degradacion de cannabinoides puede dar como resultado metabolitos activos (Di Marzo and
Piscitelli, 2015; Lago-Fernandez et al., 2021; Morales et al., 2017).

Una gran parte de las consecuencias de las interacciones receptor-ligando atin no estan del todo claras. En intestino,
la activacion de receptores CB1 y CB2 pueden modular el transito y contractilidad intestinal, la permeabilidad y la
capacidad de absorcion de nutrientes, ademas de la proliferacion celular. Su modulaciéon en células enteroendocrinas
puede alterar la secrecién de ciertas hormonas como incretinas, péptido YY, colecistoquinina, somatostatina, VIP, gas-
trina, entre otros (Srivastava et al., 2022). Este fCB ha mostrado poca afinidad a receptores CB1 y CB:2 y se ha sugerido
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que actia como antagonista de éstos. Sin embargo, estudios posteriores indican que el CBD no acttia de manera ortos-
térica sobre estos receptores, sino de manera alostérica como un modulador negativo. Ademas de interactuar con mas
afinidad sobre otros receptores no CB1/CB2 (Turner et al., 2017b).

Los receptores activados por proliferador de peroxisoma son factores de transcripcién activados por ligandos que
forman parte de la superfamilia de receptores nucleares (NR) (Bougarne et al., 2018) con importancia en procesos bio-
logicos importantes en la homeostasis y metabolismo (D’ Aniello et al., 2019; Montagner et al., 2011) y otros procesos
como inflamacion, supervivencia celular y diferenciacién. Son principalmente activados por acidos grasos y sus deri-
vado, actuando como sensores de éstos, pero su actividad también puede ser modulada por ligandos exdgenos como
drogas y otros xenobidticos. PPARs tienen roles en una amplia diversidad de funciones, asi como una amplia gama de
ligandos. También pueden interferir con la expresion génica interrumpiendo la actividad de proteinas y otros factores
de transcripcion por mecanismos de transrrepresion. Estudios han demostrado el papel que tienen las tres isoformas de
PPAR en diferentes grados en numerosos procesos como: diferenciacién y proliferacion de queratinocitos, reparacion
de la piel, procesos inflamatorios, tumorigénesis, apoptosis, metabolismo lipidico, glucosidico y aminoacidico, detoxi-
ficacion, entre otros (Bougarne et al., 2018; Montagner et al., 2011; Peters et al., 2012).

Los canales TRP son una superfamilia de canales iénicos transmembrana involucrados como mediadores de una
gran diversidad de estimulos quimicos y fisicos. Estos canales pueden formar homo- o heterotetrameros para crear un
poro o canal que, consecuente a un estimulo, media paso de cationes mono- o divalentes (Muller et al., 2019). Se encuen-
tran ampliamente distribuidos en el cuerpo en diversos tejidos y tipos celulares, especialmente en células sensoriales,
cumpliendo un papel importante en la vision, tacto, escucha, sensacion de dolor y de temperatura (Moiseenkova-Bell
and Wensel, 2011). Mientras que la mayoria de los canales TRP no presentan modulacién por ligandos exégenos, se ha
descubierto que 6 de éstos pueden tener afinidad por ligandos TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1 y TRPMS (Vetter
and Lewis, 2011). Estos canales activados por ligandos también han mostrado actividad mediada por cannabinoides,
por lo que han sido denominados como “"receptores cannabinoides ionotrdpicos”. La activacién de canales TRP por
ligando, conlleva a un estado de desensibilizacidn, en el que el canal se insensibiliza a un estimulo posterior. E1 CBD ha
mostrado ejercer efectos anti-hiperalgésicos por medio de la activacion y consecuente desensibilizaciéon de TRPV1
(Muller et al., 2019). Sin embargo los efectos antinociceptivos de CBD sobre TRPV1 y TRPA1 estan mediados por mul-
tiples mecanismos que podrian involucrar a CBIR, 5THI1A y el receptor de adenosina Al, por lo que este mecanismo
de antinocicepcion del CBD requiere mayor exploracion (Turner et al., 2017c). En intestino, podrian ejercer tres papeles
principales; como sensores moleculares, incluso de productos bacterianos, facilitando su transporte celular, y transduc-
tores primarios de estimulos quimicos y fisicos; efectores de otros canales idnicos y receptores; y 3, promoviendo el
transporte idnico a través de la membrana plasmatica. TRPV1 y 4, pueden reconocer y transducir sefiales provenientes
de metabolitos y toxinas nocivas contenidas en la comida, jugando un rol en el control de las funciones gastrointestina-
les, incluyendo el dolor (Alaimo and Rubert, 2019).

Para comprender el efecto de los cannabinoides, como el cannabidiol, sobre la microbiota intestinal, es importante
revisar antes la dindmica entre el sistema con el que los cannabinoides interacttian, denominado endocannabinoidoma,
y la microbiota intestinal en estado de salud y enfermedad. La microbioma intestinal se define como el sistema de
trillones de microorganismos que habitan en el intestino animal, asi como sus genes, proteinas y metabolitos, regulado
por factores innatos y extrinsecos, que en ocasiones son los mismos que tienen influencia sobre la eCBoma. Estos siste-
mas complejos comparten caracteristicas en comun, como su papel, el de su regulacién, desregulacién o alteracién en
respuestas fisioldgicas, como la inflamacion (Silvestri and Di Marzo, 2023). Hay evidencia que sugiere que existe comu-
nicacion entre la eCBoma y el microbiota intestinal (Al-Khazaleh et al., 2024; Mir et al., 2023; Schiano Moriello et al.,
2022; Varsha et al., 2022). En ratones libres de gérmenes o tratados con antibiéticos presentaron diferentes concentra-
ciones de receptores y/o mediadores de laeCBoma en intestino y cerebro, lo cual fue revertido o atenuado con trasplante
de microbiota fecal de ratones WT. Contrario a esto, in vitro se ha reportado que mediadores eCBoma como NAEs o
MAGs pueden alterar la composicion de la microbiota, por dianas moleculares no dentro de la eCBoma encontrados en
bacterias. Algunos estudios sefialan que, asi como algunas bacterias intestinales secretan moléculas sefializadoras pe-
quefias que pueden incluso tener una influencia en sistema nervios, otras comensales pueden producir moléculas simi-
lares a endocannabinoides como N-acetil etanolaminas, glicinas y neurotransmisores aminas (Silvestri and Di Marzo,
2023).

La evidencia sefala que la endocannabinoidoma y la microbiota intestinal se afectan mutuamente (Figura 2).
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Figura 2: Comunicacién cruzada entre la microbiota intestinal y la eCBoma. La disbiosis
causa alteracion en el tono de la eCBoma, que a cambio puede tener retroalimentacion
en la disbiosis. Interrupcion en la comunicacion cruzada entre estos dos complejos siste-
mas esta involucrado en la patogénesis de enfermedades inflamatorias del intestino,
obesidad y desérdenes neuroinflamatorios y de comportamiento (e.g. dolor neuropatico
y depresion). Traducido de (Schiano Moriello et al., 2022)

Algunas lineas de investigacién sugieren que el tono alterado de la eCBoma observado en obesidad y diabetes se
correlaciona con disbiosis. Niveles de cannabinoides endégenos y receptores de la eCBoma se han visto aumentados o
disminuidos en animales con enteropatias, dependiendo del compuesto a buscar y de la enteropatia especifica. En ra-
tones con delecion genética de una enzima biosintética de N-acil etanolaminas (NAE) se observé un estadio inflamatorio
basal, posiblemente resultado de la disminucion de los niveles de palmitoil etanolamina (PEA), una NAE. Contrario a
esto, la inhibicién de la degradacién enzimatica de PEA redujo la inflamacion de colon en dos modelos de IBD. El disefio
y desarrollo de receptores agonistas o moduladores alostéricos de la eCBoma, asi como inhibidores de enzimas ana-
bdlicas/catabolicas, puede tener potencial en intervenciones terapéuticas para enfermedades mediadas por disbiosis
(Schiano Moriello et al., 2022)

El efecto de cannabinoides exdgenos, de manera terapéutica, sobre la modulaciéon de la microbiota intestinal tam-
bién ha sido investigada en los ultimos afios. Estudios han demostrado que en la microbioma intestinal se encuentran
enzimas capaces de metabolizar cannabinoides y convertirlos en diferentes compuestos lo que puede afectar su capaci-
dad farmacolégica. La microbiota intestinal también puede tener efecto en la exposicion sistémica a los cannabinoides
alterando la circulacion enterohepatica. Los acidos biliares, metabolitos producidos por el higado y modificados por la
microbiota intestinal, pueden formar complejos con los cannabinoides, lo que conlleva a su reabsorcion y retenciéon
prolongada en el organismo. La capacidad de la microbiota intestinal de metabolizar cannabinoides puede impactar su
biodisponibilidad y efectos terapéuticos, evidenciando los efectos de la microbiota intestinal y los cannabinoides en la
modulacién de las respuestas fisioldgicas. En el caso del CBD, cierta microbiota intestinal podria metabolizarlo a 7-
hidroxi-CBD, compuesto con capacidades antiinflamatorias (Al-Khazaleh et al., 2024). El tratamiento con THC ha mos-
trado aumentar la abundancia de bacterias benéficas en pulmones e intestino como Ruminococcus gnavus, y reducir
bacterias patoégenas Akkermansia muciniphila en modelos animales. En un estudio, la coadministracién de CBD con aceite
de pescado disminuyd marcadores inflamatorios y la permeabilidad intestinal en un modelo murino de colitis inducido
por DSS. Entre los resultados obtenidos, se observé que la terapia en conjunto produjo un aumento en la poblacién de
A. muciniphila y se redujo la de Marinifilaceae, Desulfovibrionaceae y Ruminococcaceae. Familias microbianas que podrian
tener un rol en enfermedades gastrointestinales. En modelos murinos de obesidad, en donde un grado bajo de inflama-
cion es evidente, se ha reportado un aumento en el tono del sistema endocannabinoide. Los ratones obesos mostraron
altos niveles de ARNm CBIR en colon lo que fue reducido con el uso de prebioticos (Varsha et al., 2022).

CB1 esta principalmente expresado en sistema nervioso central, pero también se le puede encontrar en tejidos
periféricos y células. CB2 esta principalmente expresado en bazo, tonsilas, timo y otros tejidos y se cree que es el prin-
cipal modulador del sistema inmune. Su expresion en células inmunes sigue la siguiente jerarquia: células B>natural
killer > polimorfonucleares PMN> neutrdfilos>Células T CD8> monocitos>células T CD4. El efecto de sus interacciones
con cannabinoides, asi como de la amplia gama de otros receptores con afinidad a cannabinoides, aiin no se describen
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del todo. Los CBRs son receptores acoplados a proteina G y la activacion de estos receptores inhibe la adenilil ciclasa y
canales de calcio dependientes de voltaje especificos asi como activa a la proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK) (Khoury et al., 2022). CB1 est4 unido a canales ionicos, inhibiendo corrientes de canal K+ tipo D, N y Ca2+ P/Q
y activando corrientes de K+ tipo A rectificadoras hacia dentro. El comportamiento de CB2 en canales idnicos es mas
variable. Sus mecanismos de sefializacion activa a la via de fosfatidilinositol quinasa 3 y Akt PI3K-Akt y aumenta la
sintesis de la ceramida, un mensajero esfingolipido, con efectos pro supervivencia y pro apoptdticos respectivamente
(Tanasescu and Constantinescu, 2010).

1.3. Sistemas de nanoentrega para cannabinoides

Los productos naturales, incluyendo los fitoquimicos del cannabis, tienen un papel importante en la medicina de-
bido a su capacidad para modular multiples blancos bioldgicos y vias de sefializacidn, especialmente en enfermedades
multifactoriales y complejas como el cancer (Vanti, 2021). Sin embargo, enfrentan limitaciones como baja absorcién,
distribucién y biodisponibilidad. El uso de sistemas de liberacion basados en nanotecnologia puede ayudar a superar
estas limitaciones, mejorando la biodisponibilidad y bioactividad de los compuestos herbales (Dewi et al., 2022).

Se han explorado una variedad de materiales para este fin, incluyendo polimeros naturales y sintéticos, nanotubos
de carbono, metales como oro y plata, 6xidos de metales y materiales semiconductores (Sharma et al., 2012). Se ha
probado la eficacia de nanoformulaciones con CBD en modelos in vitro e in vivo, mejorando su solubilidad y mostrando
efectos sinérgicos en combinacion con farmacos (Assadpour et al., 2023). Los métodos para la producciéon de nanopar-
ticulas varian segtin la ruta de administracion y el tipo de agente que se necesita cargar. La seleccion del material y el
tipo de sistema de nanoentrega para cannabinoides es crucial (Semwal et al., 2015). Independientemente del método de
sintesis, el resultado son suspensiones coloidales acuosas (Zieliriska et al., 2020). A continuacion, se desarrollan algunas
de las metodologias utilizadas para la obtencion de micro/nanoparticulas.

1.4. Métodos de encapsulamiento de micro/nanoparticulas poliméricas.

e Evaporacién de solvente:

Se requiere una preparacion inicial de una emulsién acuosa-oleosa de dos fases (Figura 3). En la fase organica se
disuelve el polimero en un solvente organico volatil seguido de la dispersion del compuesto activo. La fase acuosa, que
generalmente contiene un surfactante, se afiade posteriormente (Maqgbool and Noreen, 2019). La solucién organica se
emulsifica en la fase acuosa con un surfactante y se procesa utilizando homogenizacién a alta velocidad o sonicacion,
dando como resultado la dispersién de nanogotas. La suspension de nanoparticulas se forma por evaporacion del sol-
vente del polimero por agitacion magnética a temperatura ambiente o por procesos de reduccion de presion. Las nano-
particulas se pueden cosechar por centrifugacion y se pueden secar en frio para su almacenaje (Zielinska et al., 2020).

¢
=1 & | sonicacion | S - evaporacion — <5

I~ i
| % Fase I — solucidn acuosa:

\ agua + surfactante
‘

. -z Lo
$ Fase T ~50llidioh oiBANIn sacsrrsrt ettt ;
polimero + farmaco !

. surfactante polimero farmaco |

Figura 3: Representacion esquematica del método de evaporacion de solvente. Ob-
tenido de (Zielinska et al., 2020).
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e  Emulsificacion/difusién de solvente

Este método se basa en la miscibilidad parcial de un solvente organico como una fase acuosa en agua (Figura 4).
Esta emulsion requiere dos fases inmiscibles. La organica contiene al polimero, aceite y al ingrediente activo en solvente
parcialmente soluble en agua; mientras que la acuosa contiene agua y solvente del polimero. Una emulsidon de aguay
aceite se obtiene por medio de la inyeccién de la fase organica en la solucidn acuosa que contiene el polimero en homo-
genizacion. Posteriormente la emulsion se diluye en una cantidad grande de agua para superar la miscibilidad del
solvente orgdnico en agua. La formacion de pequenias particulas se da por una turbulencia interfacial que se crea entre
las dos fases (Allouche, 2013; Zieliniska et al., 2020).

Figura 4: Representacion esquematica del método de difusion de solvente.
Obtenido de (Allouche, 2013).

e Salting out

En este proceso se tiene una emulsificacion con un solvente de polimero, generalmente acetona, que es completa-
mente miscible en agua (fase orgéanica) (Figura 5). En la fase acuosa se disuelven altas cantidades de sal (como
cloruro de magnesio o de calcio) o sucrosa para provocar una fuerte reaccion de salting-out modificando la solubi-
lidad del agua en el solvente. La fase orgnanica que contiene el ingrediente activo, se emulsifica en la acuosa bajo
homogenizacion fuerte mecanica. Posteriormente se anade agua destilada en la emulsién bajo agitacion magnética
y la formacion de nanoparticulas se da por la migracion de los solventes organicos hidrofilicos de la fase oleosa a la
fase acuosa (Wang et al., 2016; Zielinska et al., 2020).
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Fase acuosa Fase organica
Surfactante y electrolito Solvente y polimero

LI

\En;ulsiﬁcacién

Emulsion O/A

Dilucién con agua destilada

. Micro/nanoparticulas crudas

Figura 5: Representacion esquematica del método de salting-out. Obtenido de (Wang et al., 2016).
e Nanoprecipitacion

Es uno de los métodos mas sencillos, econdémicos y reproducibles para obtener nanoesferas a partir de polimeros
pre-formados (Figura 6). Para esta técnica se utiliza un solvente altamente soluble en agua y que pueda ser facilmente
eliminado por evaporacién, como la acetona generalmente. Las nanoparticulas se obtienen en una suspension coloidal
en donde la fase oledsa con el solvente, el polimero y el ingrediente activo se afiaden lentamente a la fase acuosa que
puede tener surfactante, bajo agitacion moderada en forma de goteo. Debido a la rapida y espontanea difusién de la
solucion del polimero a la fase acuosa, las nanoparticulas se forman instantaneamente en el evitar las moléculas de
agua. Generalmente se afiade la fase organica a la acuosa, pero esto puede cambiar sin afectar el resultado. Se utiliza
para el encapsulamiento de agentes hidrofébicos generalmente (Allouche, 2013; Wang et al., 2016; Zielinska et al., 2020)

Precipitacion del polimero

[c—— - =

Bomba de jeringa

0 croHo Difusién de solvente

Barra de agitacion magnética Estabilizador

Figura 6: Representacion esquematica del método de nanoprecipitacién. Obtenido de (Wang et al., 2016).

e Gelacion ionizante

Las formulaciones con quitosano se pueden hacer con tecnologia de “’crosslinking”’. Esta se basa en formacién de
enlaces entre los grupos amino de la molécula de quitosano y otros grupos cargados negativamente, como polianones
en el tripolifosfato (TPP), generalmente utilizado para estas formulaciones, o alginato (Figura 7). En esta metodologia,
el ingrediente activo se encuentra disuelto en la fase organica (Gadzinski et al., 2022). En primer lugar, se disuelve el
quitosano en una solucion con acido acético y a ésta se le aflade una solucién acuosa que contiene el agente crosslinker,

como el TPP, por goteo. El tamarfio y carga de particula puede variar debido al efecto el pH sobre la conformacién del
quitosano polimérico (Patra et al., 2018; Wang et al., 2016).
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Figura 7: Representacion esquematica del método de gelacion ionizante. Obtenido de (Wang et al., 2016) .
e Secado supercritico: rdpida expansion de la solucion supercritica

En este método se utiliza un fluido supercritico, generalmente CO2, para solubilizar moléculas organicas (Figura
8). La solucidn supercritica que contiene el agente de interés pasa a través de una boquilla hacia el medio ambiente,
sufriendo expansion rapida. Se utiliza un mecanismo simple compuesto de una celda mezcladora de alta temperatura
metalica, una jeringa de bombeo y una unidad de pre expansiéon. Con la jeringa de bombeo la solucién viaja en la unidad
de pre expansion y se calienta isobaricamente a la temperatura de pre expansion hasta llegar a la boquilla y a través de
ella, llegando a temperatura ambiente. Una de las desventajas es la formacion de microparticulas o aglomerados debido
al mecanismo de coalescencia (Allouche, 2013).

Agua o solucion
acuosa

Nozzie N
P X3 _ Nanoparticulas de
i_ i) PHDFDA

Chimenea de tubo
~ PHDFDA en CO2

Bomba de
jeringa

Figura 8: Representacion esquematica del método de rdpida expansion de la solucidon supercritica. Traducido de
(Allouche, 2013).

e Secado por spray

Se ha utilizado este proceso para producir particulas organizas micrométricas o convertir suspensiones de nanoparti-
culas en polvo seco (Figura 9). El método consiste en la atomizacion de un liquido en gotas finas por spray para que
posteriormente estas tengan contacto con gas caliente para la evaporacion de la humedad y dar pie a la formacion del
producto solido que finalmente se puede recolectar. Una ventaja del método es el alto rendimiento de produccién
(Allouche, 2013; Wang et al., 2016).



Scientia Agricolis Vita 2024, 2 10 of 13

Gas de secado
Sistema de
generacion de gotas
basado en malla

INA AR

Calentador

Control

I~ Gotas

Camarade
secado

NN

Electrodo ) SUP- {
colector .
inf. {

- =
=

3( Producto

H
e —
(r

v

Filtro

™ Electrodo
puesto a tierra

Figura 9: Representacion esquematica del método de secado por spray. Obtenido de (Allouche, 2013).

La nanotecnologia aplicada a la medicina se ha utilizado para formular una gran cantidad de componentes hidro-
fébicos como farmacos, polimeros, proteinas, entre otros. Se ha reportado que alrededor del 40% de los farmacos clini-
camente aprobados y un 90% de los farmacos en desarrollo son hidrofébicos con baja solubilidad en agua (Liu et al.,
2020). En un estudio se comparé el desempefio de una nanosuspension con cannabidiol y una formulacién oleosa co-
mercial in vitro e in vivo al administrarse por la via oral e intramuscular. La nanosuspension con cannabidiol constaba
de nanoparticulas estabilizadas con lecitina o hidroxipropil-meticelulosa formulados por la metodologia de precipita-
cion antisolvente. La nanosuspension mostré mejor desempeno en los estudios de farmacocinética in vitro por ambas
vias a comparacién de las formulaciones oleosas con cannabidiol (Fu et al., 2022). La encapsulacion de cannabinoides
con materiales poliméricos y otros sistemas de nanoentrega ofrece una estrategia prometedora para mejorar su eficacia
terapéutica y reducir los efectos secundarios, lo que podria tener importantes aplicaciones en el tratamiento de una
variedad de enfermedades, como lo son las enfermedades inflamatorias intestinales (EII). Estas comprenden un grupo
de trastornos caracterizados por inflamacidn crénica y recurrente del tracto gastrointestinal. Aunque se han identificado
factores de riesgo como predisposicion genética, estimulos ambientales y microbiota intestinal, la etiologia exacta de la
Ell sigue siendo incierta (Eltantawy et al., 2023; Saez et al., 2023). Aunque las terapias convencionales para la EIl no han
logrado reducir la necesidad de intervencion quirtirgica, existe un interés creciente en el uso de plantas medicinales,
como la Cannabis sativa L., para el tratamiento complementario de la EIl. Se ha acumulado evidencia sobre el uso,
eficacia y seguridad de los fitocannabinoides en diversos padecimientos como nduseas y vomito, insomnio, ansiedad,
pérdida de apetito, dolor neuropatico y crénico, desérdenes psiquiatricos, epilepsia (Klumpers and Thacker, 2019) y se
ha sefialado su actividad antiparasitaria, antiviral, antiinflamatoria, anticancerigena, neuroprotectora, dermocosmética
(Hourfane et al., 2023), desérdenes gastrointestinales (Martinez et al., 2020) entre otros.

5. Conclusiones

El interés por la buisqueda de fitoterapéuticos para el tratamiento de enfermedades de importancia humana y veteri-
naria, como lo son las Ells, ha mostrado aumentar. Aunque las terapias convencionales para las Ells no han logrado
reducir la necesidad de intervencidn quirtirgica, existe un interés creciente en el uso de plantas medicinales, como la
Cannabis sativa L., como tratamiento complementario. Se han estudiado varios compuestos derivados de plantas con
resultados prometedores, aunque atin se necesitan mas investigaciones para desarrollar terapias efectivas y basadas
en evidencia. Los sistemas de nanoentrega basados en cannabinoides u otros fitocompuestos presentan una alterna-
tiva prometedora y potencialmente mas segura que otros tratamientos actualmente utilizados para enfermedades que
afectan a humanos y animales.

6. Conflictos de intereses

Los autores declaran no tener ningtin conflicto de intereses.
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