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INTRODUCCION

El hombre continuamente preocupado por producir sus alimentos se ha enfrentado con
una serie de problemas sociales y morales de alto costo ecoldgico y econdmico, debido al
combate de las enfermedades causadas por los organismos patogenos de plantas que amenazan
la produccion agricola. Este trabajo de investigacion hace énfasis en las bacterias
fitopatogenas. Garcia (1984) menciona que las bacterias son organismos microscopicos
responsables de fuertes pérdidas econdmicas a la agricultura, como consecuencia de su ataque

a las plantas cultivadas
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En la agricultura moderna la aplicacion excesiva e indiscriminada de plaguicidas para
el control de enfermedades agricolas ha ocasionado un sin numero de problemas de
resistencia, afectacion del medio ambiente y ademas de graves complicaciones a la salud
humana, debido al consumo de plaguicidas de residuos téxicos en los productos agricolas. Por
otro lado presenta consecuencias economicas debido a la utilizacion de sustancias que eleva

los costos de produccion.

Ante esta situaci 6n, el nuevo enfoque en el combate de las bacterias se
dirige hacia el uso de otras alternativas de proteccion de cultivos en los que se trata de integrar
nuevas opciones encaminadas a la proteccion y aumento de cosechas pero con alternativas no
perjudiciales; para lo cual, se pretende explorar en la utilizacién de sustancias de origen
natural, que las mismas plantas han desarrollado a través de la evolucion tratando de limitar
poco a poco el uso de agroquimicos. Esto puede elim nar varios efectos

adversos causados por el uso de conpuestos sintéticos debido a
| a rapida biodegradabilidad de |os netabolitos organicos, ya
que estos desparecen con facilidad del nedio anbiente aéreo y
del suel o después de que son aplicados en el canpo (Tanaka y
Andomnur o, 1993).

La tendencia mundial por encontrar productos para el control de enfermedades en los
cultivos y en especial las causadas por bacterias fitopatdgenas, como Xanthomonas campestris
pv. phaseoli (Smith) Dye que ocasiona el tizon comun del frijol; Erwinia carotovora pv.
atroseptica (Van hall) Dye causante de la enfermedad llamada pierna negra de la papa y
Pseudomonas cichorii (Siwingle) Stapp que ocasiona la bacteriosis de la lechuga, y que
afectan a diversos cultivos en varios estados de la republica Mexicana, han creado la
necesidad de detectar y estudiar plantas que tengan un potencial de uso como agroquimicos
naturales vegetales, debido a los metabolitos secundarios que biosintetizan y que tienen un
efecto bactericida, tratando con ello de que en un futuro se puedan generar productos

organicos derivados de la misma para el control de enfermedades agricolas.
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Existen antecedentes de numerosos reportes promisorios de evaluacion de diversos
extractos vegetales con actividad sobre diversos problemas fitosanitarios. En este con texto el
caso del hojasén (Flourensia cernua D.C.) ha demostrado efectos fungistaticos
(Sandoval,2005; Galvan, 2005; Gamboa et al. 2002; Jasso et al. 2005). A su vez Mata et al.
(2003) demostraron, que F. cernua tiene compuestos quimicos que inhiben el crecimiento de
otras plantas. Lo anterior marca la pauta para realizar estudios para determinar su posible
efecto sobre bacterias fitopatdgenas in vitro y en su caso generar nuevas alternativas con

sustancias de origen vegetal para el control de esos problemas agricolas.

Con base en lo antes sefialado, se plante6 como objetivo general de la presente
investigacion, determinar si los extractos de F. cernua presentan efecto bactericida in vitro en

el control de bacterias fitopatogenas. Como objetivos especificos se tienen los siguientes:

e Comparar el efecto de los extractos hexanicos, etéreos, etandlicos, y la mezcla

metanol—cloroformo de hojas de F. cernua sobre tres bacterias fitopatogenas.

e Determinar la sensibilidad de las bacterias; X. campestris pv. phaseoli, E. carotovc

pv. atroseptica'y P. cichorii a diferentes concentracion de los extractos de F. cernua.

LITERATURA REVISADA

Las Bacterias Fitopatogenas

Oku (1994) menciona que en la naturaleza el nimero de bacterias formalmente
descritas es alrededor de 1600 especies, considera que menos de 200 especies son
responsables de causar enfermedades en las plantas. Sin embargo, Agrios (1996) considera,
que se han encontrado cerca de 80 especies fitopatogenas, muchas de las cuales constan de
numerosos patovares que son cepas que solo difieren debido a las especies vegetales que ellas

infectan.
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Sosa et al. (1997) comenta, que las bacterias fitopatdogenas estan ampliamente
distribuidas en las regiones agricolas del mundo, y cuando existen condiciones favorables para
su desarrollo provocan pérdidas econdmicas tan graves que llegan a ser catastroficas. Esto se
debe a la capacidad de las bacterias en producir sustancias dafiinas como enzimas toxicas u
otras que afectan a las plantas cuando son invadidas (Anaya et al., 1999). Por otro lado sefiala,
que todos los organismos patdgenos como las bacterias adquieren importancia econdmica
cuando sus poblaciones alcanzan niveles epifiticos, en condiciones Optimas las bacterias
exhiben un potencial de multiplicacién mayor a cualquier otro organismo fitopatégeno, ya que
se conoce que una célula bacteriana puede producir en 24 h aproximadamente 17 millones de

células (Sosa et al., 1997).

Segun NASA (1981) citado por Hernandez (2000) mencionan que el numero de
enfermedades importantes causadas por las bacterias, en contraste con las causadas por los
hongos, es relativamente pequefio; Sin embargo, ciertas enfermedades bacterianas han sido
muy destructoras, ocasionando pérdidas considerables a los arboles frutales; la principal
pérdida de las frutas y hortalizas frescas; ya sea en transito, almacenamiento o en mercado, se

atribuyen a las bacterias.

Caracteristicas morfologicas

Segun Agrios (1996) la mayoria de las bacterias fitopatogenas tienen forma de baston,
las unicas excepciones son un par de especies de Streptomyces las cuales se caracterizan por
ser filamentosas. Los bastones son mas o menos cortos y cilindricos, en los cultivos jovenes,
tienen una longitud que va de 0.6 a 3.5 mm, en los cultivos viejos o en altas temperaturas, los
bastones de algunas especies se tornan mas largos e incluso pueden tener forma filamentosa y

en ocasiones pueden encontrarse dispuestas en pares o en cadenas cortas.

Ademas las paredes celulares de la mayoria de las especies de bacterias estan cubiertas

por un material viscoso y gomoso que puede ser delgado (capa mucilaginosa) o denso,
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formando una masa relativamente amplia en torno a la célula (capsula). La mayoria de las
bacterias fitopatogenas poseen delicados flagelos en forma de filamentos que a menudo son
considerablemente mdas largos que las células que los formaron. En algunas especies
bacterianas presentan un solo flagelo, mientras que otras poseen un ramillete de ellos en cada

extremo, otras poseen flagelos peritricos, es decir distribuidos sobre toda su superficie.

Por otra parte las bacterias aparecen translucidas o de color blanco — amarillo en el
microscopio compuesto y es muy dificil observarlas con detalle. Cuando se permite que una
sola bacteria se desarrolle (Reproduzca) sobre la superficie o en interior de un medio sélido, su
progenie en un poco tiempo produce una masa notoria denominada colonia. Las colonias de
las distintas especies de bacterias varian en tamafio, forma de los bordes, elevacion, color u
otras caracteristicas y en ocasiones dichas variaciones son caracteristicas de una determinada
especie. El diametro de dichas colonias puede ser desde una fraccion de milimetro hasta varios
centimetros y pueden ser circulares, ovoides o irregulares. Sus bordes pueden ser lisos,
ondulados, angulares, etc. y su elevacion puede ser plana, saliente, en forma de domo, rugosa,
etc. Las bacterias fitopatogenas en forma de baston se reproducen mediante el proceso asexual
conocido como fisioén binaria, pueden ser aerobias o anaerobias, y en ambos casos patdogenas
obligadas o facultativas; no forman endosporas, excepto Bacillus y Clostridium. La mayoria
son gram negativas, excepto Clavibacter (antes Corynebacterium), Streptomyces, Clostridium

y Bacillus. (Agrios, 1996).

Sintomas producidos

Las bacterias fitopatdgenas ocasionan el desarrollo de diversos tipos de sintomas en las
plantas, producen manchas y tizones foliares, pudriciones blandas de frutos, raices y érganos
almacenados, marchitamientos, crecimientos excesivos, hipertrofias, malformaciones, sarnas,
cancros, etc. Cualquiera de estos tipos de sintomas puede ser producido por las bacterias
patogenas de varios géneros y cada género contiene algunos patéogenos capaces de producir

diferentes tipos de enfermedades (Agrios, 1996)

Las bacterias se presentan sobre especies de casi todas las familias de plantas. Las

bacterias en condiciones no favorables pueden vivir en el tejido infectado, en el suelo o en
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alglin insecto vector. Las bacterias que producen tizones y cancer invaden el cambium; y las
que producen marchitamientos colonizan el xilema. La mayoria de bacterias fitopatdgenas se
desarrollan primeramente en la planta hospedera como parasitos y parcialmente en el suelo

como saprofitos (Agrios, 1996).

Factores que condicionan el desarrollo (segun Lopez, 1994)

Temperatura. Esta condiciona grandemente la actividad de estos agentes patogenos,
la mayoria de las bacterias necesitan una temperatura de 20 a 35 °C, cuando esto ocurre, se ve
una multiplicacion intensa que unida a las posibilidades parasitarias mas agudas provoca la
muerte rapida de las plantas atacadas; sin embargo, existen especies que son dafiadas por
temperaturas muy elevadas y que pierden su poder fitopatogeno entre 10 y 20 °C. y hay otras

que son muy activas entre 60 y 80°C

La humedad. Esta permite igualmente el desarrollo optimo de los seres vivientes y
esta agua es donde estan presentes los productos quimicos que secretan las bacterias para
nutrirse, un exceso de agua en el suelo, dafia la mayor parte de las plantas, provoca un

desequilibrio en favor de los agentes bacterianos.

Los suelos minerales. Estos tienen una accion indirecta sobre la actividad de las
bacterias ya que modifican ligeramente la composicion de los tejidos vegetales; asi, los suelos
nitrogenados permiten a las bacterias invadir mas facilmente las plantas ya que vuelvan a las

paredes celulares mas fragiles.

La aeracion. Esta se refiere a la del suelo y es muy importante, ya que la reaccion de
las bacterias a este factor es variable segin las especies; al respecto, ciertas especies reclaman
obligatoriamente oxigeno (Aerobias), otras solo desarrollan en ausencia de este gas

(Anaerobias), y otras tienen la capacidad de ser facultativas
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Modo de accion

La actividad de las bacterias en las plantas es presentada por sustancias que estos
organismos son capaces de secretar y que provocan lesiones en los vegetales o una reaccion de
defensa por parte de la planta. Las sustancias que producen y secretan las bacterias son las
siguientes, A) Toxinas, responsables de algunas lesiones necroticas y otras marchiteces.
B)Enzimas que presentan propiedades disolventes de ciertos componentes, algunas pueden
ser; pécticas-celuliticas, proteoliticas, amiloliticas, como la celulosa, amilasa y lactosa
respectivamente. C) Sustancias de crecimiento que inducen una aceleracion y al mismo tiempo

una anomalia en las divisiones celulares.

Mecanismos de diseminacion

A) El hombre, cuando este utiliza semillas infectadas, granos, injertos, y bulbos se
dispersa la enfermedad, a través del enraizamiento, por la movilizacion de material vegetal de
lugares infectados a otros sitios, etc. B) El viento, las plantas contaminadas dispersan la
enfermedad como en E amylovora, ¢ cuando se dafnan las hojas por el viento. C) La lluvia,
esta juega un papel muy importante en las bacterias que atacan Organos aéreos, ya que se
transportan de arriba a abajo como en P phaseolicola. D) Vectores, los animales, insectos,
nematodos entre otros pueden infecta plantas sanas (Lopez, 1994).

Caracteristicas del Género Xanthomonas

Descripcion general

Sosa et al. (1997) senalan que las bacterias de este género son bacilos cortos gram (-),
rectos y mondtricos, con dimensiones de 0.2-0.8 y de 0.6-2.0 p; no producen vainas ni
endosporas. Se desplazan por medio de un flagelo polar. Cuando se desarrolla en un medio de
agar, a menudo son de color amarillo. Todas las especies son fitopatdogenas y se encuentran

solo en asociacion con las plantas o con 6rganos de estas.
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Caracterizacion bioquimica.

Producen un pigmento carotenoide amarillo no difusible; el crecimiento de sus
colonias tiene apariencia butirosa (mucoide) Su metabolismo es estrictamente oxidativo y
utilizan el oxigeno molecular como aceptador de electrones. Son oxidasa-catalaza positivas y
no producen aceitoina ni indol. Son rojo de metilo-negativas y originan acidos de muchos de
muchos carbohidratos, pero no de la ramnosa, inulina, anoditol, dulcitol, inocitol, salicina y
raramente del sorbitol. La mayoria de las especies hidrolizan el tween 80 rapidamente, pero no

reduce el nitrato, ni produce acido sulfhidrico a partir de la caseina (Sosa et al,1997).

Patogénesis en planta

La especie, X. campestris, presenta muchos patovares, la mayoria de los cuales son
altamente especificos por huésped; son tipicamente patdgenos transmitidos por semillas,
causan lesiones foliares, aunque muchos pueden invadir también el sistema vascular causando
marchiteces y muertes progresivas; algunos existen como epifitos, lo que puede ser una

caracteristica comun de los patdgenos de esta especie (Lelliott y Stead 1987).

Messiaen et al. (1995) citan que las especie Xanthomonas no constituyen un grupo
homogéneo, su oOptimo térmico a menudo es mas elevado que las Pseudomonas y son
particularmente temibles en condiciones tropicales. Segun la rapidez del crecimiento podemos
establecer una distincion entre las Xanthomonas de crecimiento rapido y las Xanthomonas de
crecimiento lento. Las primeras estan agrupadas mayoritariamente dentro de la gran especie X.
campestris, de las cuales podemos distinguir numerosos patovares que incuban en las
hortalizas por ejemplo; campestris, phaseoli, vesicatora. Las segundas provocan enfermedades

que afectan a la cafia de azucar y al dlamo. Entre ellas destaca Xanthomonas fragariae.

Tizén Comun del Frijol
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Ubicacion taxonomica

La posicion taxondémica de esta bacteria de acuerdo a Goto (1994) se presenta en seguida:

Rei no Procaryot ae
Di vi si 6n Gracilicutes
Cd ase Pr ot obacteri a
Orden Pseudomonadales
Fam lia Pseudomonadaceae
Género Xanthomonas

Especi e campestris pv. phaseoli.

Importancia economica

En los Estados Unidos fue la enfermedad de mayor importancia econdmica de este
cultivo en 1976, causando una pérdida estimada de cuatro millones de dolares. En otros paises
ha llegado a reducir los rendimientos de un 10 a un 20 %, en Canada se han registrado dafios
hasta del 38 %. Por otro lado, en Colombia se han determinado dafios del orden de 22 % en
infecciones naturales, y del 45 % en inducidas (Kendy & Alarcorn, 1980). A su vez Campos
(1977) menciona, que en nuestro pais ésta enfermedad causa dafios que varian de un 10 a 50%.

Esta bacteria puede provocar una defoliacion completa en la planta, y como se puede
diseminar a través de semillas infectadas es un problema potencial para otras regiones donde
no esta presente la enfermedad. Esta bacteria ha podido sobrevivir en semillas de frijol por 3,

10 y 15 afos conservando su variabilidad y su virulencia.

Hospederos

El huésped principal es el frijol ( Phaseolus vulgaris) en sus distintas variedades. Esta
bacteria es capaz de atacar a diversas leguminosas como P. lanatus, P. multiflorus, P.mungo,
P. aureus, P. coccineus, P. acutifolius, P.angulares, Lablab niger, Strophostyles helvula,
Glycine max, Stizolobium deeringianum, Lupinus polyphylus y Vigna sinesis (Zaumeyer y

Galvez 1957 citados por Hernandez, 2002).
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Distribucion geografica

El patégeno esta presente en la mayoria de las areas del mundo en que se utiliza para
siembra del frijol aunque es mas comun en climas calidos subtropicales, y menos frecuente en
climas templados. Esta muy extendida en América del Norte, en Europa su presencia es
esporadica y no muy extendida en Espafia; pero se ha reportado en Finlandia, Francia,
Holanda, Suiza, Moldava, Grecia, Rumania y otras areas antigua Unidén de Republica
Soviética Smith (1992). Por una parte Campos (1977) reporta que este tizobn comun se
presenta con mayor intensidad en regiones de México, como; Chihuahua, Durango, Nuevo

Leon, Tamaulipas, Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Estado de México, Puebla y Tlaxcala.

Etiologia

X. campestris pv. phaseoli es un bacteria en forma de varilla; es unicelular, gram (-),
con un solo flagelo polar, aerobia; mide de 0.4 a 0.9 x 0.6 a 2.6 n. En agar produce colonias
convexas de crecimiento mucoide de color amarillo, himedas brillantes; pigmento amarillo
que es extracelular y es un carotenoide tipo alcohol insoluble en el agua denominado
xanthomonadina. Hidroliza fuertemente la caseina y almidon. Existen cuatro tipos de colonias
de X. phaseoli; rugosa, lisa, ssmimucoide y mucoide; las mas virulenta es la del tipo mucoide

(Campos, 1977).

Infeccion

La enfermedad tiene dos fases: una fase sistémica, debida a la invasion del sistema
vascular, y una fase local de infeccion parénquima tica. La infeccion sistémica da lugar a
sintomas generalizados, cuya gravedad varia con la proporcion de sistema vascular afectado;
si la infeccion es leve, las plantas aparecen ligeramente achaparrados y puede manifestarse una
marchitez incipiente reversible, en de dias calidos y secos. Si la infeccion es mas grave, tiene

lugar a menudo una marchitez rapida de plantulas, especialmente a temperaturas de 25-35 °C
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y en las plantas adultas puede marchitarse y morir una hoja, una rama o toda la planta;

normalmente la enfermedad progresa en este orden.

El patogeno puede invadir otros tejidos ademas del sistema vascular, lo que en el tallos
puede dar lugar a lesiones anillantes en el nudo de los cotiledones, con mas frecuencia en los
de las hojas superiores; las lesiones resultantes son pardo rojizas y a menudo debilitan el tallo
causando su rotura con el viento. En hojas y vainas pueden aparecer lesiones similares a las
debidas a invasion estomatica especialmente a temperaturas 18 °C; en las lesiones foliares las
venaciones a menudo son pardo rojizas. Las semillas pueden invadirse via el pedicelo y el
funiculo, lo que causa una gama de sintomas que va desde pequefias manchas amarillas en el
hilum a cambios de coloracion amarillentos de parte o toda la envuelta seminal, a menudo va
acompafiado de un arrugado debido a la invasion del area que subyace a la envuelta; estos
sintomas se detectan con facilidad en las semillas blancas pero no en las coloreadas. Las
plantulas de semillas infectadas tienen a menudo puntos de crecimiento enfermos que mueren

dejando solo los cotiledones y se denomina sintoma de cabeza de serpiente (Smith et al.),

1992).

Bajo condiciones naturales, X c. pv. phaseoli penetra a través de los estomas, hidatados
por heridas; posteriormente invade los espacios intercelulares causando una disolucion gradual
de la lamela. Mas tarde, las células comienzan a desintegrarse con la formacion de cavidades
bacterianas. Las bacterias pueden penetrar en el tallo a través de los estomas del hipocotilo,
epicotilo y por cotiledones infectados. La bacteria puede causar taponamiento de los vasos del

xilema y consecuentemente marchitamientos (Schwartz y Galvez, 1980).

Sintomas

Los primeros sintomas de la enfermedad son puntitos de color verde himedo que sé
necrosan. Generalmente, la necrosis se inicia en le borde las hojas y puede invadir gran parte
de las mismas; la necrosis se inicia también en el centro de la hoja y se desplaza hacia los

bordes, tomando forma de dedos entre las nervaduras; llega a cubrir gran parte de la hoja y
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causa defoliacion prematura., sobre las lesiones aparecen exudados bacterianos de color
amarillo y cuando se secan adquieren una coloracion rojiza (No es muy frecuente el dafio en
las vainas y tallos). Cuando la bacteria penetra a la semilla esta se chupa o arruga en

comparacion con la semilla sana (Campos, 1977).

Epidemiologia

Requiere de temperaturas calidas y causan los mayores dafios cuando la temperatura
varia entre 27 y 28 °C. la temperatura y la humedad desempenan un papel muy importante en
el desarrollo de esta enfermedad (Hernandez, 2000). Pueden sobrevivir hasta por 3 afios en
humedades de 20 a 50 %. aunque las bacterias fitopatdgenas no forman esporas, muchas de
ellas resisten la desecacion y soportan sequias prolongadas. X. ¢ pv phaseoli produce un
polisacarido extracelular en medio de cultivo y en el hospedante donde sobrevive por periodos

prolongados (Schwartz y Galvez, 1980).

Los focos primarios normalmente se originan a partir de semillas infectadas, en las que
la bacteria puede sobrevivir durante muchos afios. En algunas regiones puede tener lugar la
invasion en restos vegetales en el suelo, lo que no siempre es asi. A partir de estos focos, la
dispersion es por lluvia y viento, riego de aspersion y posiblemente por insectos, aunque no
esta clara la importancia de los insectos vectores y del papel que representa al producir heridas
por las que pueda penetrar las bacterias. Aparte de la contaminacion directa o de la infeccion
en planta, las semillas pueden contaminarse por restos infestados durante la recoleccion o los
tratamientos. También puede haber dispersion al empapar las semillas en las suspensiones de
bacterias ondulantes. La gravedad de la enfermedad es maxima en condiciones de humedad
elevada y temperaturas de unos 28 °C. causa que la semilla infectada pueda provocar dafios
cuantiosos, ya que un 0.02 % de las mismas pueden ocasionar una epifitia (Wallen y Galway,

1979; Wimalajeewa y Nancarrow, 1980; Kaiser y Wakili, 1978 citados por Smith, 1992).

Estrategias de control
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Cultural.- La rotacion de cultivos durante tres o mas afios es muy recomendable.
Ademas, para reducir la incidencia de esta enfermedad se siguiere eliminar los residuos de
cosecha anterior. Es conveniente sembrar semilla libre de bacterias la que puede obtenerse en

regiones de México donde no prospera la enfermedad (Lopez, 1994).

Genético.- Mediante la evaluacion de lineas y variedades de frijol bajo condiciones de
campo donde la enfermedad se presenta en forma natural, se han seleccionado variedades
resistentes al tizon comun, como la Antigua, Bayo 160, Bayo 66, Negro 171, Pinto 133,

Durango 225, Puebla 152, Negro Puebla, Negro 150 y Pinto 163 (Crispin et al.,1970).

Quimico.- Hasta le fecha se ha evaluado varios productos quimicos contra esta
enfermedad aplicados al follaje; entre otros, podemos mencionar los siguientes, Sulfato de
cobre, antibidticos a base de estreptomicina y oxitetraciclina, caldo bordelés, y productos
elaborados con antibioticos hacen que se incremente el costo de aplicacion ; ademads, de que se
pueden formar mutantes resistentes a los antibioticos, en México se utiliza poco este tipo de
productos, ya que se cuentan con variedades resistentes a esta enfermedad (Campos, 1977).

Caracteristicas Del Género Erwinia

Descripcion general

Smith et al. (1992) senalan, que es un género algo heterogéneo de bacterias gram (-),
bacilares (0.5-1.0 x 1 -3 ), que aparecen aisladas, en parejas o a veces en cadenas cortas, las
especies de Erwinia son anaerobias facultativas. Agrios (1996) reporta, que se desplaza por
medio de varios o muchos flagelos peritricos. Algunas especies de Erwinias no producen
enzimas pépticas y causan marchitamientos o enfermedades necroticas (como el grupo E.
“amylovora”), mientras que otras presentan una notable actividad pectolitica y causan

pudriciones blandas en las plantas (como el grupo E. "carotovora™).

Caracterizacion bioquimica
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Producen acidos de la glucosa, fructuosa, galactosa, metilglucosidos, sacarosa, manosa y
ribosa, raras veces del adonitol y la melecitosa. Utilizan el acetato, malato, gluconato,
fumarato y succinato, pero no al oxalato, benzoato o propionato. Pueden 6 no producir gas de
la glucosa; descarboxilan la arginina, ornitina y la lisina, y origina acido a partir de la salicina.

Para su cultivo se emplea el medio YDA. (Winslow ef al., citados por Smith, 1992)

Messiaen et al. (1995) sefialan, que en este género se distinguen basicamente dos grupos:

- Las Erwinias pectoliticas.- También denominadas Pectobacterium, que se subdividen
en dos especies E. carotovora var. atroseptica, adaptada a bajas temperaturas, que es
agente de podredumbre de Organos carnosos, y E. chrysanthemi, adaptada a
temperaturas elevadas de la cual se han manifestado algunos patovares fuera del

dominio de las hortalizas que se expresan en plantas florales, Diffenbachia, maiz, etc.

- Las Erwinias no pectoliticas.- Entre los cuales podemos encontrar verdaderos agentes
parasitos de acusada especificidad parasitaria por ejemplo; E. tracheiphila, agente de la
traqueobacteriosis de las cucurbitaceas y saprofitos corrientes como E. herbicola, un
agente invasor secundario universal de lesiones de origen fingico o bacteriano, que no
deben confundirse con las Xanthomonas, aunque sus colonias de rapido crecimiento se

caractericen también por un color amarillo.

Por su parte Cowan (1974); Lelliot (1974), Mayea y Padron (1983) reconocen tres grupos

de Erwinia que son: amylovora, herbicola y carotovora.

A) El primer grupo comprende a las especies: E. amylovora, E. tracheiphila, E.
nigrifluens, E. querrcina y E. rubrifaciens. Las bacterias de este grupo no hidrolizan la
caseina, aceite, gelatina ni almidon; no reducen los nitratos y no producen gas de la glucosa ni
del indol. Tampoco producen acidos de la lactosa, celobiosa, maltosa, melecitosa, adonitol y

dulcitol.
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B) El segundo grupo incluye a E. herbicola var. herbicola y var. ananas, E. stewartii y
E. uredovora. Estas bacterias no hidrolizan al aceite, caseina ni almidon; producen gas de la
glucosa; son ureasa-negativas y no producen acido ni a partir del dulcitol ni de los

metilglucosidos.

C) Las bacterias del tercer grupo causan pudriciones muy caracteristicas y comprende a
las especies E. carotovora var. carotovora y var atroseptica, E. chrysanthemi, E. cypripedii y
E. rapahontici. Estas bacterias reblandecen discos de tubérculos de papa; no hidrolizan el
almidon ni crecen en caldos con 10 % de NaCl; son oxidasas y ureasa-negativas y utilizan la
arbutina y el gluconato; producen acido del eritrol, adotinol y dulcitol. Son sensibles a la
Kanamicina, neomicina, poliximicina, estreptomicina, cloramfenicol y tetraciclina, son
catalasa-positiva; reduce los nitratos y fermentan la glucosa. Producen 4cidos a partir de la

glucosa, sacarosa, arabinosa, xilosa, glicerol, manitol, sorbitol, manosa, ribosa y celobiosa.

Agente Causal de la Pierna Negra de la Papa

Ubicacion taxonomica

La posicion taxondémica de esta bacteria de acuerdo a Goto (1994) se presenta en seguida:

Reino....... Procaryot ae
Division ...... G acilicutes
Clase.............. Pr ot obacteri a
Famlia......... : Ent er obact eri aceae
Género........... Erw ni a, Pectobacterium
Especie........ carotovora var. atroseptica

Importancia econémica

Calderoni (1978) cita, que las pudriciones blandas y himedas son de amplia difusion

mundial y causan perdidas importantes de tubérculos en los depdsitos o montones de papa,
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tanto en campo como en almacén. Cartin y Fucikovsky (1981) sefialan que debe considerarse
como las mas importantes y sefalan pérdidas hasta de 29 % en rendimientos. Aunque en el
cultivo la incidencia normalmente no es superior al 2 %. French (1977) considera esta

enfermedad de origen bacterial como una de las mas importantes en América Latina.

Quizas potencialmente las bacterias sean mas peligrosas por sus dafios que los hongos,
en 1981en los centros de produccion de papa en la Republica Mexicana, se observd que las
enfermedades causadas por bacterias mas comunes en México en el cultivo de papa son;
Pierna negra de la papa, Pudricion anular, Marchitez bacteriana o vaquita, Pudriciéon blanda y

himeda de los tubérculos y Sarna comtin (Moneral, 2001).

Hospederos

El tnico hospedero importante es la papa aunque también se le ha sefialado atacando
especies como; Delphinium, remolacha forrajera, nabo, Saintpaulia ionantha, Ficus elastica y
Phaseolus vulgaris, aunque se necesitan confirmar estos datos dada la dificultad de diferenciar
a este patogeno de E. c. subsp. carotovora, cuya gama de hospederos es muy amplia (Campos

1977).

Distribucion geografica

Probablemente la bacteria se encuentra en todos los lugares en que se cultiva papa

extensamente.

Etiologia

Los agentes patdgenos son bastoncillos con los extremos redondeados, sin capacidad
de esporular, aproximadamente de 1.5 x 0.7 u. Son gram negativos y moviles, con un niimero
de 1 a 6 flagelos peritricos. En cultivos viejos las bacterias pierden su movilidad. Las colonias
sobre agar pectonado son filiformes, de color blanco grisdceo e iridiscentes, aspectos
ligeramente humedos y buriticas. Las distintas caracteristicas bioquimicas y de cultivo han

sido descritas por (Diaz, 1989).
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Esta especie es pectolitica, fuertemente anaerobico facultativo, que utiliza una amplia
gama de fuentes de carbono. La diagnosis de la enfermedad que causa pie negro de la papa,
depende principalmente de aislar a la bacteria de las plantas con sintomas tipicos de la

enfermedad (Smith ef al., 1992).

Sintomas

En condiciones templado-frescas las plantas a veces pueden morir antes o poco
después de que emerjan, con lo que hay fallas en la plantacion; sin embargo, los primeros
sintomas de la enfermedad se observan en las plantas emergidas que con frecuencia aparecen
achaparradas o duras, con un follaje verde palido o amarillo. Las hojas sobre todo las
superiores, son rigidas y erectas y sus margenes se enrollan hacia adentro; el cuello, hasta unos
10 cm por encima y por debajo del nivel del suelo, esta ennegrecido o pardo oscuro y podrido,
pero aun firme; durante los periodos secos esta podredumbre basal es parda mas clara, secay a
menudo escamosa.

En una planta pueden o no estar afectados todos los tallos, pero con frecuencia solo se
muestra en uno o dos, y posteriormente se observan lesiones hundidas de color negro. Si los
tallos afectados se cortan transversalmente unos Scm sobre la raiz, normalmente se puede
observar un cambio de coloracion a pardo de los haces principales de tejido lignificado. El
tubérculo usado para siembra casi siempre esta podrido. Al avanzar la estacion las hojas de las
plantas afectadas empardacen y la planta muere. En las plantas en que aparece la enfermedad
tardiamente, cuando el cultivo ya ha cerrado, o durante rachas de tiempo humedo, la
podredumbre basal es mas oscura, himeda y blanda, y a veces pueden observarse
externamente, mas arriba en los tallos estrias negruzcas estas plantas a menudo se marchitan y

colapsan con rapidez (Smith et al., 1992).

Epidemiologia

Perombelon y Kelman (1980) mencionan que en las regiones templadas, donde el

principal agente del pie negro es E. c. subsp. atroseptica, la mayoria de la papa que se siembra
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esta contaminada por el patdgeno, normalmente en las lenticelas en el momento de la
plantacion aunque también se encuentra en el tejido vascular y puede invadir los tallos a través
de los estolones y los tubérculos hijos; la invasion del tallo también puede tener lugar por los
tejidos corticales cuando la planta de siembra lleva lesiones. La enfermedad presente en los
tallos depende de muchos factores, como el nivel de inoculo en la papa de siembra, el dafio de
esta, la temperatura del suelo y humedad la relacion de estos factores con la incidencia es
compleja, por lo que es dificil de predecir. En ataques graves practicamente todos los
tubérculos se pudren en el suelo; sin embargo, la enfermedad normalmente no avanza con
tanta rapidez y los tubérculos pueden permanecer firmes durante una temporada para pudrirse

posteriormente en almacén.

Estudios sobre la supervivencia indican que probablemente sobrevive en restos de las
plantas de papa y en los tubérculos que rebrotan y sobreviven al invierno. Las bacterias
pueden sobrevivir en la rizosfera de las malas hierbas huéspedes. Las vias de contaminacion
ademds del movimiento de la bacteria en el agua del suelo desde las papas de siembra a los
tubérculos hijos y por la lluvia desde los tallos hasta los tubérculos en producciéon es comin.
El movimiento por insectos (principalmente dipteros) y desde pilas de tubérculos cosechados

hasta cultivos esta bien documentado(Smith ez al., 1992).

Estrategias de control

Control cultural.- Como las cortadas, golpes y otros dafios permiten la entrada de
organismos causantes de podredumbre, los tubérculos deben manejarse para evitar que se
golpeen, su almacenaje debe hacerse bajo condiciones favorables de temperatura y humedad
para que cicatricen (subericen) los tejidos dafados. Eliminar todos los tubérculos que
muestren podredumbre y almacenar las papas de semilla cortadas inmediatamente después del
corte a una temperatura aproximada de 70 °C y un 80 % de humedad para favorecer la
cicatrizacion adecuada de las superficies cortadas, ha proporcionado un control efectivo en

algunos lugares (Diaz, 1989).
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Segtn Brenchley (1979) menciona, que para su control se recomienda usar semilla
certificada y evitar los excesos de humedad. Calderoni (1978) recomienda, evitar plantar papa
de semilla proveniente de cultivos afectados por la enfermedad. Bovey (1984) reporta, que es

preciso eliminar toda planta enferma durante la vegetacion.

Control quimico.- Garcia (1984) menciona que cuando se usa tubérculo fraccionado
para la siembra, se aconseja esperar el acorchado de la superficie de los trozos,
desinfectandolos con PCNB, Captan o Thiram. Las herramientas usuales para fraccionar
tubérculos, debe desinfectarse con formol al 5 % o con cloral. Calderoni (1978) reporta, el
control quimico con antibidticos a base de estreptomicina y oxitetraciclina. Para ello pueden
tratarse los tubérculos y en forma complementaria las plantas se deben asperjar repetidas veces

segun la gravedad. La dosis a emplear seglin la infeccion varia entre 30 y 240 g/100 L de agua.

Caracteristicas Del Género Pseudomonas

De acuerdo con Messiaen et al. (1995), las Pseudomonas no constituyen una entidad
homogénea, se divide en fluorescentes y no fluorescentes, segun produzcan o no un pigmento
fluorescente bajo rayos ultravioleta en medio de king. En las no fluorescentes, se encuentra
los parasitos de los Allium como; Pseudomona . cepacia y P. gladioli pv. alliicola, pero sobre
todo destaca P. solanacearum, agente de las traqueobacteriosis de los platanos y las
solanéceas. Entre las fluorescentes sobresale la especie P. syringae, cuyos patovares provocan
numerosas enfermedades especificas en las hortalizas como el pv. lachrymans en
cucurbitaceas, pisi, phaseoli, tomato. También se pueden podemos encontrar especies menos
especializadas que se comportan como agente de las podredumbres marginales de las hojas en

tiempo calido y humedo como; P. viridiflava, P. cichorii. P. marginalis.

La clasificacion taxonomica del género Pseudomonas, se ha estudiado por Pelleroni,

1984 citado por Smith et al., 1992. quien sefiala que contiene patogenos de animales y plantas,
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asi como saprofitos, y se han dividido en cinco secciones. La mayor parte de los patdogenos de

plantas estan en la seccion I, y la mayoria de ellos en la especie P. syringae

Son células monotricas, aisladas en forma de bacilos rectos o curvados; son gram (-)
con dimensiones de 0.5 a 1 x 1.5 a 4 p, se desplazan por medio de uno o varios flagelos
polares. No producen vaina ni endosporas de reposo, son quimiorganotréficas con
metabolismo respiratorio no fermentativo. Son anaerobias estrictas, excepto algunas que son
desnitrificantes. Excepcionalmente pueden reducir nitratos o usar el hidrogeno o el CO, como

fuente de energia, utilizando el acetato como nutriente.

La mayoria de las especies de este género no necesitan para desarrollarse de factores de
crecimiento, pero si de lactato, succinato y glucosa. Puede producir pigmentos solubles verdes,
azules y amarillos, y muchas especies acumulan granulos de acido poli-B-hidroxibutirico,
particularmente cuando crecen en un medio pobre en nitrégeno. Algunas producen
fluorescencia en el medio B - King. Contrariamente a Xanthomonas, la mayoria de las

especies de Pseudomonas no degradan almidon y son muy resistentes a los antibioticos.

Bacteriosis de la Lechuga.

Ubicacion taxonomica

La posicion taxondémica de esta bacteria de acuerdo a Goto (1994) se presenta en seguida:

Reino.......... Procar yot ae
Division....... Gracilicutes
Clase............. Pr ot obacteri a
Orden. . ........... Pseudomonadales
Famlia............. Pseudomonadaceae
Género ............. Pseudononas

Especie............. cichorii.
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Importancia econémica

Aunque en general no se dispone de estimas cuantitativas de las pérdidas causadas por
la enfermedad, parece claro que en Japén se considera de importancia econémica para la
produccion de lechuga al igual que en partes de Estados Unidos en la produccion de lechuga,
apio y crisantemo. En Europa, en general, no se considera una enfermedad principal pero dada
su naturaleza, la amplia gama de huéspedes y la evidencia de que puede ser la causa primaria
para ataques posteriores por bacterias causantes de podredumbres blandas, la han tomado muy
en cuenta y probablemente las pérdidas no sean pequenas; se han sefalado en Italia ataques

epidemiologicos a lechuga (Smith et al., 1992).

Hospederos

P. cichorii, este patdogeno provoca debilidad de muchas plantas herbaceas en las que
causa lesiones necrdticas de hojas y tallos, pardo oscuros a negras, y probablemente existe
como un epifito migrante o residente. Su amplia gama de huéspedes incluye lechuga, endivia,
perejil, apio, champifion. Frijol comun, especies de Brassica, geranio, crisantemo, gervera,

dalia, café, tabaco, tomate, berenjena y girasol.

Distribucion geografica

Casi con certeza tiene una distribucion mundial, tanto en cultivos protegidos como en

aire libre.

Sintomas

Smith (1992) comenta que los sintomas varian, pero en lechuga normalmente empiezan

como manchas hidrépicas pequenas de color verde oscuro alrededor de los estomas, de los
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pelos epidérmicos o de los hidatodos, en condiciones ambientales favorables de condensacion
de agua y humedad relativa elevada crecen rapidamente y coalescen formando lesiones
grandes que se extienden son de aspecto humedo y pardo oscuro. Si las condiciones
ambientales se hacen secas normalmente cesa la extension de las lesiones y pueden secarse y
cambiar a una coloracion mas clara. En muchos huéspedes los sintomas son similares a estos,

pero en otros se desarrolla con un halo amarillo, estrecho alrededor de las lesiones.

La variacion de la expresion de los sintomas incluye; el desarrollo en las coliflores de
manchas pequefias, incoloras, que empardasen rapidamente cubriendo toda la inflorescencia y
que en condiciones humedas asociada con E. carotovora, y a la destruccion de toda
inflorescencia, en condiciones secas al establecimiento de Alternaria brassicicola (Coleno et
al., 1971 citado por Smith, 1992); en gerbera hay formacion de anillos concéntricos en las
lesiones foliares; se presenta seca de hojas en plantulas de café¢ y defoliacién de plantas
adultas. Se observan manchas barnizadas, sintoma que aparece en lechuga de California con
manchas pardo oscuro, brillantes, firmes, necréticas, de unos pocos mm de didmetro en las
laminas y peciolos de las hojas a las dos o tres mas externas del cogollo; en la lechuga estos
sintomas se parecen a los causados por P. marginalis y P. viridiflava. Tsuchiva et al. (1979)
han sugerido que estas tres bacterias deberian considerarse como la causa conjunta de la

podredumbre bacteriana de la lechuga ya que puede invadir el tejido vascular.

Epidemiologia

Ohata et al. (1982) reportd que el patdgeno puede sobrevivir durante el invierno en
hojas secas de lechugas enfermas o tejido enfermo enterrado y durante el verano, en suelo
infectado por un mes. Puede aislarse de las hojas afectadas de malas hierbas en los campos de
lechuga y de la rizosfera de este cultivo y malas hierbas. Existe evidencia de transmision por
semillas en lechugas arrepolladas, la planta es mas susceptible en estados tardios del
desarrollo, en las hojas, nervaduras y peciolos medios que en las externas o tiernas, Puede
infectar con facilidad a tejidos no heridos y el desarrollo de lesiones tiene lugar a 10 — 30 °C

con optimo de 25 °C (Shirata et al., 1982).
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Estrat egi as de control

Aunque las semillas de lechuga puede liberarse del patdgeno por termoterapia con
éxito. Dada la presencia general del patogeno en el medio ambiente del cultivo, no se espera
que esta practica pueda controlar la enfermedad por si misma. Se recomienda evitar las
condiciones favorables a la infeccion y hacer rotaciones largas, lo que a menudo no es posible

en cultivos horticola de este tipo.

Uso Indiscriminado de los Plaguicidas

El control quimico de plagas y enfermedades es uno de los métodos mas efectivos que
posee el hombre para defenderse de estas, debido a que produce beneficios a corto plazo. Sin
embargo, este método de lucha, aplicado indiscriminadamente o por su efecto acumulativo
provoca diversos impactos tales como desbalance ecologico, contaminaciéon ambiental,

intoxicaciones y dafios severos a la salud por citar algunos (Bernal y Armario, 2002).

En la agricultura moderna la aplicacion excesiva de pesticidas comerciales ha
aumentado considerablemente, y esto ha traido graves consecuencias en el mundo, se conocen
alrededor de diez millones de sustancias quimicas, de las cuales 70,000 son de uso corriente,
incluyendo medicamentos y plaguicidas. Cada afio ingresan al mercado entre 500 y 1,000
nuevas sustancias, generandose entre 300 y 400 toneladas de desechos peligrosos (Frank,

1996).
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Consecuencias al medio ambiente.- La contaminacién ambiental, que incluye la
contaminacion del manto freatico, salinidad de suelos, mutaciones genéticas y del agua
(Frak, 1996). Por su parte Bernal y Armario (2002) citan, que los dafios al medio ambiente se
calculan alrededor de 100, 000 millones de dolares/afio, de ellos 8, 000 millones corresponden

a los Estados Unidos.

Efecto sobre los enemigos naturales.-Debido a que los pesticidas se caracterizan por
tener un amplio espectro, afecta a los enemigos naturales y los polinizadores, ademas de
afectar a especies silvestres, las que es importante sefialar que suelen ser muy susceptibles a
los productos quimicos, debido a los habitos alimenticios lo cual hace que no presenten

mecanismos de detoxificacion para evitar el efecto de los plaguicidas.

Efecto sobre organismos superiores.- Segun datos de la organizacion mundial de la
salud se estima que alrededor de 2 millones de personas se envenenan anualmente en el
mundo y de estas mueren entre 30, 000 y 40,000, ocurriendo estas en los paises en vias de
desarrollo. Muchos plaguicidas, asi como otros quimicos orgdnicos sintéticos, pueden imitar la
accion de hormonas humanas y animales, perturbando los procesos endocrinos, lo cual puede

resultar en malformaciones y cancer.

Resistencia a plaguicidas.- La resistencia genética que manifiestan los organismos a
estos productos quimicos, es un efecto genético que deriva de la naturaleza intrinseca del
veneno por parte de individuos de dicha poblacion. La resistencia no se adquiere solo a
algunas sustancias activas sino a todos los plaguicidas, se han reportado casos de resistencia a
quimioesterilizantes, antibidtico, toxinas de bacterias, funguicidas, herbicidas, anticoagulantes,
bromuro de metilo y otros agentes. La resistencia a los plaguicidas es actualmente el problema
principal en la produccion agricola en el ambito mundial. Asi, en 1990 se habia reportado 80
casos de plantas resistentes a los herbicidas y 70 casos de hongos resistentes a fungicidas entre

otros casos (Bernal y Armario, 2002).
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Segun Eckert (1988) existen reportes de resistencia a streptomomicina y al cobre por

parte de las Xanthomonas en chile esto en los afios 1962 y1983.

Alternativas para el futuro

Los plaguicidas biologicos y toda una nueva generacion de plaguicidas, como los de
origen botanico, que se incluyen en el manejo integrado de plagas ofrecen una salida
alternativa de esta problematica actual a nivel mundial. Ademas de que se esta demostrando
que estos métodos son capaces de forjar una agricultura ambientalmente sana, socialmente

justa, y econdmicamente viable (Bernal y Armario, 2002).

Uso de Extractos Vegetal es

| mportancia de | os extractos vegetal es

Las plantas ofrecen una fuente excelente de productos naturales bioldgicamente
activos, a través de los afios, numerosas plantas han sido exploradas como fuentes de
plaguicidas; no obstante, los productos naturales de plantas han sido rezagados en el uso a
pesar del enorme potencial que pueden tener en la investigacion moderna de agroquimicos.

(Benner, 1993)

Dentro del conbate de plagas y enfernedades de |os
cultivos, una de las alternativas que mnas beneficios puede
aportar en esta lucha, consiste en el uso de extractos de
origen vegetal. Una de las caracteristicas de estos extractos
es que pueden presentar varios efectos, ya que un msno
extracto puede tener un efecto sobre una plaga y sobre un
hongo, a lo misnpb que sobre una bacteria. Ademas de que su
obt enci 6n es de costos nmas bajos que |os derivados quim cos en
al gunos casos (Seqgui, 1995).
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Durante los ultinmps 30 afios se ha generado un creciente
interés por el uso de productos organicos para ser enpleados
cono microbicidas agricolas. Esto puede elimnar varios efectos
adversos causados por el uso de conpuestos sintéticos debido a
| a rapida biodegradabilidad de |os netabolitos organicos, ya
que estos desparecen con facilidad del nedio anmbiente aéreo y
del suel o después de que son aplicados en el canpo (Tanaka vy

Andoémuro, 1993).

La utilizacién de extractos vegetales para el control de
enfernedades representa una alternativa para el manej o
integrado de los cultivos, debido a su bajo costo y al nenor
i npacto sobre el anbiente y los alinentos. No obstante, hay
pocos trabaj os sobre el control de bacterias fitopatodgenas con
extractos de plantas. Las hojas parecen ser la fuente nas
consi stente de inhibidores, por |o cual nuchos investigadores
han eval uado a estas, sin enbargo Ferenczy (1956) considera que
las semllas y lo frutos de nuchas especies de plantas
contienen conpuestos antibacteriales 'y antifdngicos nas
efectivos (Rice et al. citados por Segui, 1995).

Respuesta de Bacterias Fitopatogenas a Extractos Vegetales

Efecto sobre Xanthomonas

De acuerdo con Satish et al. (1999), estudiaron la actividad antibacteriana de extractos
de plantas sobre el fitopatégeno X. campestris en diferentes patovares, los extractos acuosos
de hojas de 30 plantas, evaluados in vitro, encontrando que 8 especies mostraron actividad
antibacteriana basados en la zona de inhibicién en un analisis de difusion, la actividad
antibacteriana altamente significativa fue observada en los extractos acuoso de Prosopis
juliflora, Oxalis corniculata e Lawsonia inermis. La susceptibilidad de diversos pathovares de
X. campestris (X. axonopidis pv malvacearum, X. axonopodis pv phaseoli, X. campestris pv
vesicatoria, indica que la actividad antibacteriana de los extractos fue comparable con la de

los antibioticos, como streptomicina.
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Chaturbhuj y Jayashree (2004). evaluaron la eficacia de
hojas de 14 plantas contra X oryzae pv orizae quienes
observaron que la inhibicidén maxima fue en |as concentraciones
de 20 Datura netel y para Azadirachta indica en |Ias
concentraci ones de 20 (8.6 nm y del 15 %

Evaluaciones in vitro de la eficacia de extractos acuosos de seis plantas, en el control
X. campestris malvacearum se encontrd que el extracto 4. sativum fue el mas efectivo

(Shenge y Akpa, 2003).

Extractos de plantas medicinales sobre bacterias fitopatdgenas mostraron que los
extractos crudos de Cassia alata (hoja), Cassia fistula (hoja) y Curcuma longa (rizoma)
evaluados contra E. carotovora subsp. carotovora,P. solanacearum y X. campestris pv.
vesicatora mostro que el crecimiento de las 3 bacterias fue inhibido totalmente por el extracto

crudo de C. longa 30000 ppm, C fistula y C alata a 10000 ppm (Wongkaew et al., 1997)

Leksomboon et al.(2001) determinaron el potencial de extractos acuosos en el control
de X. axonopodis pv citri, encontrando una incidencia de 48 % en invernadero y mas baja en

campo al rociar extractos de hojas de Tamarindus indica

Efectos sobre Erwinia

Gardan et al. (1978) reportan que extractos de plantas de Anjou, 13.5 % fueron activos
contra 54 % de 26 aislantes bacterianos, y el 59 % de estos inhibieron el crecimiento en mas
de un 90 %, 15 de las 80 familias de las plantas tenian por lo menos 1 representante activo.
Entre los aislados bacterianos el 33 % fueron de Erwinia, el 19 % de Corynebacterium, 13 %

de Pseudomonas, 3.7 % de Agrobacterium.

Zalewski y Sequeria (1973), indicaron que los extractos etandlicos de tubérculos, tallos
y tejidos de hojas de Solanum phureja 'y S. tuberosum, inhibieron el crecimiento de la bacteria

P. solanacearum, pero no mostraron efecto alguno sobre E. atroseptica y E. carotovora.

Guevara et al. (2000) evaluaron, el efecto bactericida in vitro de varios extractos de

plantas contra bacterias patdégenas del mango, girasol, papaya y platano evaluaando 17
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especies de diferentes familias, los efectos bactericidas mas significativos fueron para el
género Erwinia se encontraron con el extracto de cilantro (Eryngium foetidum), yuquilla
(Ruellia tuberosa) cundeamor (Momordica chantia);por otro lado al el extracto de mamon

(Melicocca bijuga) presento efectos bactericidas sobre Pseudomonas sp. en platano.

Mosch y Zeller (1989) evaluaron el efecto de los extractos de Mahonia aquifolium,
Berberis vulgaris, Rhus typhina y ajo contra E. amylovora en el hospedero Cotoneaster
salicifolius var. floccosus, los extractos vegetales redujeron significativamente los niveles de
infeccion obteniendo entre 25,6 % y 53,2 % de control, los extractos mas efectivos fueron con

los extractos de M. aquifolium y B. vulgaris.

Posteriormente Mosch et al. (1990) obtuvieron resultados comparables a los que
observaron cuando usaron estreptomicina a 17 ppm, en condiciones de campo, los extractos de
B. vulgaris, R. typhina, M. aquifolium y A. sativum, aplicados como profilacticos a C.
salicifolius var. floccosus, lograron 53% de control. Zaccheo (1990) informd que extractos, de
meristemas apicales de pera al 1% tuvieron efectos bacteriostaticos in vitro contra E.

amylovora.

El crecimento de E. carotovora subsp carotovora Yy
atroseptica, fueron inhibidos por extractos hidrosolubles de
hojas de maiz, senmllas de soya, follaje de algodén y sem |l as
de anis, en |l as concentraciones nas alta de |los extractos ( 78,
32, 80, y 67 ng/nL respectivanente) (Quf et al., 1991).

Analizaron la influencia de extractos etanolicos de plantas en el crecimiento de E.
amylovora de 30 especies de hierbas y lefiosas encontrando extractos activos en 23 especies;
en 13 de ellos las sustancias activas se encontraron por primera vez, el mayor efecto fue
registrado por Aloe arborescens, J. regia, R. tiphina, Salvia officinaalis y Satureja hortensisi

(Krupinski et al., 2001).

Efecto sobre Pseudomonas
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Lipa y Jarosz (1989) causados A4. sativum pulpa, determinaron una inhibiciéon en el
crecimiento de P. syringae pv. lachrymans. A su vez Alstroem (1992) sefiala, que los extractos
de café y té poseen actividad antibacteriana para las razas 1 y 2 de P. syringae pv. pisi

(Sackett), y para laraza 1 de P syringae pv. phaseolicola.

Segui (1995) eval u6é extractos de agujas de pino tolerantes
al hongo Lophordi um pinastri sobre P. solanacearumen repollo vy
col de Brucelas, encontrando que el filtrado toxico al 100 %
ofrece una nmayor proteccion contra la bacteria en anbos
cul tivos,

La resina de gobernadora en su fraccion etanolica, manifestd in vitro una accidén
selectiva contra bacterias, ya que en especies de Erwinia no presenta efecto alguno; en cambio
contra P. solanacearum presentd un excelente efecto a 250 ppm, esto fue comparativamente

igual al testigo con el antibidtico (Velasquez, 1983).

Gonzalez (1989) determino la persistencia de la actividad bactericida de la resina de
Larrea tridentata sobre Pseudomonas solanacearum en laboratorio e invernadero,
encontrando que presentaba accion bactericida por un periodo de 60 dias a partir de su
extraccion, con iguales resultados al Agri-mycin 100. considera que la resina de gobernadora
presenta propiedades sistémicas para controlar la enfermedad en pruebas de invernadero.

Caracteristicas del Hojasén

Clasificacion taxonomica de F. cernua D.C

Vines (1974) ubica a la planta de hojasén de la siguiente
forma:

Rei no Met ophyt o
Subr ei no Sper mat ophyt o
C ase Angi osper mae
Subcl ase Di cotyl edonae
Orden Companul at ae
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Fam | i a Ast er aceae
Género Fl our enci a

Especi e cernua
D.C

Descri pci 6n bot ani ca

F. cernua es un arbusto nmuy ram ficado hasta 2 mde altura
que exuda una sustancia resinosa con olor a alquitran (Correl
y Johnston, 1970). La planta (figura 1) tiene ramas del gadas,
resi nosas, color café claro a gris (Vines, 1960) con hojas
al ternas, conpuestas de dos foliolos, elipticas a oblongas de
17-25 mmde largo y 6.5-11.5 mm de ancho, agudas a anbos | ados,
haz verde oscuro, y a veces resinoso, envés mas palido vy
peciolo de 1-2.5 nm (Correll y Johnston, 1970; Vines 1960). Las
flores son cabezuelas en corinbos o paniculas y presenta de 12
a 20 flores por cabezuela (Vines, 1960). El fruto es un aquenio
muy velloso de 6 nm de largo y 2 mm de ancho, lateral nente
conprimdo, de 2 a 4 aristas desiguales y ciliadas de 2-3 nm de
| argo, casi obscurecidas por los l|largos del aquenio (Benson y
Darrow, 1981; Correll y Johnston, 1970; Vines, 1960). Adenas
Pérez, (1964) citado por Lopez (1989) nenciona, el sistemn
radical es pivotante de color café oscuro, de consistencia
| efiosa y poco fl exible.

Repr oducci 6n

Sexual. El hojasén se reproduce por semlla, no posee
zonas de yemas bajo la superficie del suelo (Herbel y Gould,
1980). Asexual. El hojasén resiste la renocién de su parte
aérea nediante el rebrote a partir de la corona del tallo,
reporta que el hojasén solo puede presentar reproduccion
vegetativa a partir de secciones del tallo, establece que esta
especie es capaz de reproducirse a través del sistemm
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radicul ar. La aplicacion de tratam entos tendientes a destruir
a esta especie, provoca |la activacion de yemas vegetativas que
posee en su parte basal en la region del cuello de la planta,
presenta reproducci 6n vegetativa a partir de secciones del
tallo Diaz (1985).

| mportanci a

El hojasén es una planta del desierto que es usada en la agricultura para cercas vivas y
proteccion de cultivos, ocupada en el area rural para la construccion de techos, paredes, en
medicina tradicional contra la indigestion y problemas gastrointestinales; muchas veces es
considerada una maleza por los productores de la region sin darse cuenta de su potencial en el
uso de control de enfermedades, plagas y malezas agricolas, lo que puede excluir poco a poco
el uso de agroquimicos esto puede reducir los efectos adversos causados por el uso de

compuestos sintéticos antes mencionados.

Nonmbr es conunes

Se le conoce cominnente de varias fornas, ya que se
encuentra tanto en Estados Unidos de Norteangrica conb en
MExi co. Los nonbres que se |le dan en Estados Unidos de
Norteanérica son: tarbush, hojase, anerican tarbush, black
brush, barnish-brush y hojasén (Benson y Darrow, 1981; Correl
y Johnston, 1970; Gay et al., 1970; Vines, 1960). En Meéxico se
| e conoce conb hojasén, arbusto de alquitran y escobilla negra
(Arredondo, 1981).

Distribucion del género.

Bl ake (1913), describe 23 especies de este género, 9
mexi canas y 14 sudanericana; Correl y Johnston (1970), indican
que Flourensia es un género de 24 especies distribuidas en
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Norteaneérica y Sudangérica; Dillon (1976) reporta 2 nuevas
especies de este género encontradas en el Estado de Chi huahua
(Fl ourensia pulcherrima y F. nonticola), nenciona que el género
est & conpuesto por 29 especi es.

Di stribuci 6n del hojasén

Junto con |la gobernadora (Larrea tridentata) el hojasén
son arbustos nativo perennes, ecol 6gicanente dom nantes vy
anpliamente distribuidas en las zonas senmiaridas en |os
desi ertos Chi huahuense y Sonorense del norte de Mxico; asi
conb en el desierto Mpjave en la zona arida de California y

Suroeste de Estados Unidos (Rundel, et al., 1994). Se estinma
que el 25 % (500,000 km de | a Republica Mexicana esta cubierta
con estos arbustos del sem desierto), |l os cuales han

desarrol | ado diversas adaptaciones para tolerar las sequias y
| as altas tenperaturas.

Se encuentra en suelos con gran cantidad de carbonato de
calcio y suelos arenosos (Blake, 1913; Buffington y Herbel,
1965). En Mexico se encuentra en |os estados de Sonora,
Chi huahua, Coahuila, Durango, San Luis Potosi, Zacatecas vy
Mexico, D.F. (Vines, 1960). Silva (1980) la reportan para el
sur de Nuevo Ledn. Es un conponente de la Sierra Madre Oiental
y del Bolsén de Mapini. Estd region conprende parte del
desierto Chi huahuense y la vegetacién dominante son |os
matorrales mcrofilos y rosetofilo.

En | os Estados Unidos de Norteanérica se localiza en el
oeste de Texas y sur de Nuevo Mexico y Arizona (Vines, 1960).
Se encuentra en altitudes que van de los 1000 a 2000 netros
sobre el nivel del mr (Gay et al.,1970). S enbargo,
Arredondo, (1981); Gonzéalez (1975); Silva, (1980) nencionan que
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la altitud predom nante son | os 1900 msnmy pendi entes del 1 al
6 %

Efectos contra organismos

Molina et al. (2006) evaluaron la actividad bactericida de extractos organicos contra la
enfermedad de la tuberculosis de Mycobacterium. Las especies de plantas utilizadas fueron
Artemisia ludoviciana, Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare, Mentha spicata , y
Flourensia cernua. Estas especies se utiliza en México para tratar desérdenes respiratorios.
Los extractos crudos acuosos obtenidos por la decoccion utilizando metanol, acetona y hexano
de las partes aéreas de las plantas se evaluaron para conocer su habilidad de matar o inhibir el
crecimiento M. tuberculosis encontrando que F. cernua fue extraordinariamente activa, sus
extractos de hexano y acetona no so6lo inhibieron el crecimiento si no que mataron M.

tuberculosis.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Area experimental

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Fitoquimica del
Departanento de Fitonejoram ento y de Fitopatologia del Departanment o
de Parasitol ogia Agricola, de esta Universidad, ubicada al sur de la ciudad de
Saltillo, Coahuila, México, cuya altura es de 1743 msnm y cuyas coordenadas geograficas
oscilan entre 25° 22° y 25° 21’ altitud norte 101° 01” 7 101° 03’ longitud oeste, en el periodo
comprendido de julio del 2005 a marzo del 2006.

La investigacion se trabajé en colaboracion con el laboratorio de bacteriologia del
Centro Internacional de Servicios Fitosanitarios (CISEF), localizado en la ciudad de Saltillo,

Coahuila, México.

Colecta del Material Vegetal

La planta de hojasén se encuentra distribuida en la region del desierto Chihuahuense
donde generalmente es abundante; se presenta en Coahuila, donde se puede localizar al sur de
la Ciudad de Saltillo en el Ejido de Guadalupe Victoria por la carretera 54 a Zacatecas, en este

sitio se presenta un numero abundante de plantas, lugar en el que se efectu6 la colecta.

La colecta del material vegetal de F. cernua se realizo en las fechas; 1 Marzo, 3 agosto
y 30 de septiembre del 2005, se colectaron ramas terminales de entre 10 a 12 cm de longitud
de plantas que presentaron un mayor nimero de hojas, las que se depositaron en bolsas de
polietileno de color negro y se transportaron al laboratorio de fitoquimica donde se guardaron
en el cuarto frio a 4 °C para evitar la descomposicion de estas; posteriormente se separaron las
hojas de los tallos y se colocaron en un congelador entre —18 °C y —20 °C para conservarlas

mientras se obtenian los extractos.
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Obtencion de Extractos

La extracciéon se llevdé a cabo de nanera secuenci ada con
di sol ventes de diferente polaridad; de hexano, éter y etanol, a
partir de las hojas frescas de F. cernua. La extraccién de |la
mezcla netanol:cloroforro a wuna relacion de (1:1), fue
real i zada con hojas nuevas; para anbos casos se tomaron 460 ¢
de hojas, que fueron col ocadas en garrafones de vidrio de col or
anbar a las cuales se les agreg6 2.5 L del disolvente
respectivo; se agitaron a 150 rpm en un agitador necanico a
bafio maria a tenperatura anbiente durante 22 h, enseguida se
filtrd la extracci 6n en papel Whatman nunero 1, posteriornmente
se evaporO el solvente del filtrado en un rotavapor Buchii,
donde |a tenperatura de ebullicidon para los solventes fue;
hexano 60 = 2 °C, eter 38 = 2 °C, etanol 66 + 2 °C, vy
metanol :cloroforno 55 £ 2 °C) hasta obtener finalnmente la
resina a la cual se le tond el rendinmento de la msma de
acuerdo al sol vente.

Rendimiento de los Extractos

El rendimiento de los extractos obtenidos se determind, estableciendo el peso del
matraz donde se recuperaban los mismos. Para conocer el rendimiento fue necesario realizar
operaciones matematicas que nos permitieron determinar la cantidad de extracto de acuerdo a

la cantidad de hojas y solventes utilizados, aplicando la férmula siguiente:

Rendimiento % = (Cantidad de resina / Cantidad de hojas x 100)

Transferencia de las Bacterias.
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Las cepas bacterianas fitopatdogenas que se utilizaron en la presente investigacion
fueron proporcionadas por el laboratorio de bacteriologia del CISEF el cual previamente
realiz6 las pruebas pertinentes y correspondientes a su caracterizacion e identificacion. Las
bacterias proporcionadas fueron; Xanthomonas campestris pv. phaseoli, Erwinia carotovora

pv. atroseptica y Pseudomona cichorii.

Se realizaron transferencias en medios de cultivo estériles de K-B (B-King), por medio
de estrias seriadas, las que se realizaron de tal manera que se formaran colonias aisladas, la
incubacién fue por 24 h a una temperatura de 28 °C para los casos de E. carotovora pv.
atroseptica y P. cichorii. Para X. campestris pv. phaseoli fue de 72 h a la misma temperatura.
Las colonias bacterianas puras de cada especie se manipularon con la técnica de diluciones
con el fin de determinar la concentracion que permitiera determinar el numero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) para ser contadas con facilidad, estas fueron

sembradas por dispersion e incubadas por el mismo periodo y temperatura.

Realizacion de los Bioensayos

Una vez obtenidos los extractos a utilizar, se establecieron los bioensayos para
determinar el efecto sobre las tres especies de bacterias en el laboratorio de Bacteriologia del
CISEF, evaluando las siguientes concentraciones: 500, 1,000, 2,000 y 4,000 ppm, para las tres
especies de bacterias, utilizando para ello la técnica del medio envenenado en cajas Petri,
utilizando el medio de cultivo K-B. Previo al vaciado a las cajas se le agregé el extracto a la
concentracion correspondiente, los que fueron diluidos en 5 ml. del solvente con el que se
obtuvo cada extracto, esto para la concentracion mayor reduciéndose a la mitad en las
concentraciones subsecuentes de los tratamientos. La distribucion de las concentraciones se
realizéd del tal manera que el medio fuera lo mas homogéneo con el extracto. Este
procedimiento se realizd hasta tener todos los tratamientos preparados. Los bioensayos se
conformaron por 6 tratamientos con 4 repeticiones involucrando un testigo absoluto con solo

K-B y un testigo convencional con oxitretraciclina (Fungimicin 5 %) a las dosis comerciales
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que fue adicionado de la misma manera previo al vaciado del medio a las cajas Petri.

Se prepararon las diluciones con las bacterias las que fueron sembradas por dispersion;
para X. campestris pv. phaseoli 10 *por 72 h, E. carotovora pv. atroseptica 'y P. cichorii a
10" por 24 h a una temperatura de 28 °C para las tres especies, en el medio ya solido con el
extracto respectivo a las concentraciones antes dichas.

En el cuadro 1 se observa el arreglo de los tratamientos con cuatro repeticiones para los
cuatro extractos aplicados en los bioensayos sobre las especies de bacterias a evaluar y las

concentraciones de las resinas de los extractos que se aplicaron sobre las mismas.

Cuadro 1. Arreglo de los tratamientos de extractos de Flourensia. cernua D.C. Para cada
especie de bacteria a evaluar, a diferentes concentraciones.
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Extractos Aplicados A. Concentraciones (ppm) B

Testigo. 0
Oxitetraciclina 48
Hexano 500
Hexano 1,000
Hexano 2,000
Hexano 4,000
Testigo. 0
Oxitetraciclina 48
Eter 500
Eter 1,000
Eter 2,000
Eter 4,000
Testigo. 0
Oxitetraciclina 48
Etanol 500
Etanol 1,000
Etanol 2,000
Etanol 4,000
Testigo. 0
Oxitetraciclina. 48
Metanol-Cloroformo 500
Metanol-Cloroformo 1,000
Metanol-Cloroformo 2,000
Metanol-Cloroformo 4,000

*Dosis inferior comercial (0.8g/L)

Toma de datos

Para el desarrollo de esta investigacion se cuantificd el nimero de colonias con ayuda

de un lector de colonias una vez transcurrido el periodo de incubacion de acuerdo a la bacteria
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en estudio, con estos datos se estimo el porcentaje de inhibicion tomando el nimero de UFC

en el testigo como el 100 % mediante la formula siguiente:

% Inhibicion Colonial = 100 — (Crecimiento Colonial del Tratamiento x 100/ Crecimiento

Colonial Testigo).

Método de analisis

Para el andlisis estadistico de la presente investigacion se utilizdé un disefio
experimental bifactorial completamente al azar, con dos variables de estudio A x B: donde A
fue el efecto de los extractos y B representa el efecto de las concentraciones. Los tratamientos
se distribuyeron al azar en la incubadora. Los datos se analizaron estadisticamente por el
programa estadistico del SAS. Ademés realizaron las comparaciones de medias de los

tratamientos mediante la prueba de Tukey (P = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
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En el siguiente apartado se presentan los resultados obtenidos de las evaluaciones de
los extractos de F. cernua con diferentes solventes, con respecto a la inhibicion colonial de las

bacterias; X. campestris pv. phaseoli, E. carotovora pv. atroseptica'y P. cichorii.

Las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC) contadas en los bioensayos se
presentan en el apéndice para cada una de las bacterias en estudio, los que fueron
transformados en porcentajes de inhibicion para los dos factores en estudio en base al testigo
absoluto, esto para facilitar su interpretacion lo que se representan en las figuras de este

apartado.

Rendimiento promedio de la extraccion de las resinas

En el cuadro 2 se presenta el rendimiento promedio obtenido de las resinas extraidasde
las hojas de F. cernua en las fechas mencionadas con cada uno de los disolventes utilizados.
La mayor concentracion de resina fue para el extracto metanol:cloroformo con 8.18 % u la
menor se observo con hexano con un 2.14 %; aunque, si se considera la suma total de los

extractos de la extraccion secuenciada esta es mayor 11.10 %

Cuadro 2. Rendimiento promedio de los extractos de Flourensia cernua D. C. expresado en
porcentaje.

Solventes Resina %

Extraccion Secuenciada

Hexano 2.14
Eter 5.83
Etanol 3.18
Extraccion Mezcla
Metanol — Cloroformo (1:1) 8.18

Determinacion de las diluciones

En general las diluciones permitieron un crecimiento colonial promedio de 565

UFC/mL para X. campestris pv. phaseoli en la dilucion10 | en el caso de E. carotovora pv
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atroseptica la dilucion de 107> presentd un promedio de 178 y 67 UFC/mL dado que se
evaluaron 2 extractos en fecha separada. Con respecto a P. cichorii la dilucién de 10 >~ da un

crecimiento colonial promedio de 57 UFC/mL

Efecto de Extractos de Flourensia cernua D.C Sobre la Inhibicion de Bacterias

Xanthomonas campestris pv. phaseoli

Efecto de los extractos.- El efecto de inhibicién promedio sobre X. campestris pv.
phaseoli de los cuatro extractos aplicados en las diversas concentraciones evaluadas, se
presenta en la figura 1. En ella se exhibe que existe diferencia estadistica para el extracto
hexédnico el cual manifesto una inhibiciéon superior a los demas extractos evaluados; la
inhibicion de las UFC de esta bacteria mostré un porcentaje de 61.51 %, seguido del extracto
etéreo que presenta diferencia estadistica con un porcentaje del 16. 98 % de inhibicion, lo
anterior en comparacion con el testigo absoluto y el convencional. La prueba de medias indica
que los extractos etandlico y la mezcla metanol:cloroformo (1:1) presentan diferencia
significativa con el resto de los tratamientos, por lo consiguiente expresan un efecto

considerablemente menor con los porcentajes de 4.05 y 4.36 % de inhibicion

100
100

go{ 61.51

Inhibicién %

16.98 4.05 4.36
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B' sy
Hexano Eter Etanol Metanol Oxitetraciclir
Cloroformo

Figura 1. Porcentaje de inhibicion de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) Dye por
efecto de extractos de Flourensia cernua D.C.
Efecto de concentraciones.- El efecto de las concentraciones de extractos de F.

cernua se muestra en la figura 2 en ella se observa que la concentracion a 4000 ppm de los

cuatro extractos inhiben en promedio el 40.17 % de UFC/mL de X. campestris pv. phaseoli, a
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diferencia de la concentracion de 500 ppm que solo inhibié un 9.91 %, en comparacion al
testigo absoluto, la prueba de medias por tukey (P=05) indica que a mayor concentracion
mayor es el efecto bactericida, a demas de que existe diferencia significativa entre las
concentraciones intermedias de 1000 y 2000 ppm, las cuales muestran una menor eficiencia
que la concentracion mayor. El testigo convencional oxitetraciclina fue el tratamiento que

manifestd un control del 100 % esta bacteria
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) Dye por
efecto de concentraciones de Flourensia cernua D.C.

Efecto de la interaccion de los extractos y las concentraciones.

Los resultados desglosados por tratamiento de los cuatro extractos aplicados sobre
X. campestris pv. phaseoli se muestran en el cuadro 3, en el cual se representa el
comportamiento de los diferentes extractos con las concentraciones en estudio, donde se
aprecia que el mejor extracto en la inhibicion de UFC/mL fue el hexanico el que mostro tener
una eficiencia del 82.51 % a la concentracion 4000 ppm, seguido del extracto etéreo con un
64 %, por ultimo el extracto etandlico que manifiesta tener el menor efecto de inhibicidén con
solo un 14.73 % a la misma concentracion. Es de enfatizar que la concertacion de 2000 ppm

del extracto hexanico también manifiesta un buen efecto de inhibicion con 74.77 %
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Se deduce que en cualquiera de los extractos en estudio a mayor concentracion mayor
efecto inhibicién sobre la especie de bacteria en estudio, exceptuando el extracto metanol-
cloroformo, en el cual su tnica inhibiciéon fue en la concentracion 2000 ppm con un 17.46 %
superando a la de 4000 ppm en donde la inhibicion fue nula, este efecto se considera erratico y

puede ser debido mas a efecto de manejo que a propiedades del extracto.

Cuadro 3. Interaccion de extractos de Flourensia cernua D.C. y sus concentraciones en el
porcentaje de inhibicion de UFC/mL de Xanthomonas campestris pv. phaseoli
(Smith) Dye a 72 de incubacion.

Extractos Concentraciones % Inhibicion Tukey (P=0.05)

Factor A Factor B UFC/mL. * Extracto Concentracion
Hexano 500 37.23 a
Hexano 1000 51.55 C ab
Hexano 2000 74.77 b
Hexano 4000 82.51 c
Eter 500 2.40 a
Eter 1000 0.00 B a
Eter 2000 2.08 a
Eter 4000 63.44 b
Etanol 500 0.00 a
Etanol 1000 0.00 A a
Etanol 2000 1.47 a
Etanol 4000 14.73 b
Metanol:Cloroformo 500 0.00 a
Metanol:Cloroformo 2000 17.46 A b
Metanol:Cloroformo 4000 0.00 a

* Presenta datos negativos = 0 % inhibicion

Erwinia carotovora pv. atroseptica
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Efecto de los extractos.- El efecto de inhibicién promedio sobre E. carotovora pv
atroseptica de los cuatro extractos aplicados de las diversas concentraciones evaluadas, se
presenta en la figura 5, en ella se muestra que el efecto de inhibicion de las UFC/mL que
ejercen los extractos sobre la bacteria, que es muy limitado. La prueba de medias por tukey
(P=05) indica que no existe diferencia significativa entre los extractos exceptuando al extracto
etandlico que es el que expresan un efecto mayor con solo un 8.40 % de inhibicion
comparandolos con los demds, mostrando ser el que tiene mayor efecto sobre la bacteria pero
no es representativo. El resto de los extractos manifiestan una inhibicion similar que varia del
4.56 a 5.43 %. Esta bacteria por lo tanto resulta ser poco sensible al efecto de los diversos

extractos del hojasen.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de Erwinia carotovora pv. atroseptica (Van Hall) Dye por
efecto de extractos de Flourensia cernua D.C.

Efecto de las concentraciones.-Como se aprecia en la figura 6, el efecto de las
concentraciones de F. cernua evaluados sobre E. carotovora pv. atroseptica no expresa

fuertes porcentajes de inhibicion a las concentraciones estudiadas. Como ya se citd, la
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evaluacion se realizd en dos fechas. La comparacion de medias por Tukey (P=0.05) para las
dos fechas indica que hay diferencia estadistica para los tratamientos a 4000 ppm con el 10.12
% y a 500 ppm con 5.38 % de inhibicion, este debiéndose probablemente al manejo del
organismo y para el testigo convencional el cual presenta el mejor efecto con el 100 % de
inhibicion; la prueba expresa que no existe diferencia significativa para las otras

concentraciones en estudio, las que manifiestan una inhibicion muy limitada.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de Erwinia carotovora pv. atroseptica (Van Hall) Dye a
diferentes concentraciones de extractos de Flourensia cernua D.C.

Efecto de la interaccion de los extractos y las concentraciones.

Los resultados desglosados por tratamiento de los cuatro extractos aplicados sobre E.
carotovora pv. atroseptica se muestran en el cuadro 4 en el cual se presenta el
comportamiento de los diferentes extractos con las concentraciones en estudio, donde se
aprecia que no hay efecto de inhibicion marcado sobre esta bacteria en ninguno de los
extractos evaluados, exceptuando el hexdnico con una limitada inhibicion de UFC/mL del
21.73 %, pero mostrando efectos nulos o pobres en el resto de las concentraciones. Como se

puede apreciar el efecto de inhibicién que ejercen los extractos etéreo, etanolicos y la mezcla
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metanol:cloroformo es un muy limitado, por lo que se determind que no presentan accion

alguna en la inhibicion sobre esta bacteria en todas las concentraciones en estudio.

Cuadro 4. Interaccion de extractos de Flourensia cernua D.C. y sus concentraciones en el
porcentaje de inhibicioén de las UFC/mL de Erwinia carotovora pv. atroseptica
(Van Hall) Dye a 24 h de incubacion.

Extractos Concentraciones % Inhibicion Tukey (P=0.05)
Factor A ** Factor B UFC/mL. * Extracto Concentracion
Hexano 500 0.00 * a
Hexano 1000 0.00 A a
Hexano 2000 0.00 a
Hexano 4000 21.73 b
Metanol:Cloroformo 500 5.93 c
Metanol:Cloroformo 1000 3.56 A a
Metanol:Cloroformo 2000 3.86 a
Metanol:Cloroformo 4000 4.90 b
Eter 500 11.01 c
Eter 1000 5.29 A b
Eter 2000 0.00 a
Eter 4000 3.96 ab
Etanol 500 4.58 a
Etanol 1000 5.60 C ab
Etanol 2000 13.49 v
Etanol 4000 9.92 b

* Presenta datos negativos = 0 % inhibicion

** Analisis separados para los disolventes hexano, metanol : cloroformo y eter, etanol.

Pseudomonas cichorii



Ix

Efecto de los extractos.- El efecto de inhibicion promedio de los cuatro extractos
aplicados sobre P. cichorii de las diversas concentraciones evaluadas, se presenta en la figura
1. En ella se aprecia que el extracto hexdnico manifesté una inhibicioén superior a los demas
extractos evaluados, siendo esta de 39.51 % de inhibicion de las UFC de esta bacteria
mostrando ser el que mayor efecto de inhibicién presenta sobre P. cichorii, seguido del
extracto etanolico con un porcentaje del 33.70 % manifestando un efecto ligeramente menor
efecto de inhibicion, lo anterior en comparacion con el testigo absoluto y al convencional. El
extracto etéreo exhibe un efecto menor a los mencionados con anterioridad, con un 19.42 %,
en el caso de la mezcla metanol:cloroformo (1:1), expresan un efecto practicamente nulo. La
prueba de comparacion de medias por Tukey (P=0.05 ) nos presenta que existe diferencia
significativa entre los extractos y el testigo convencional con los porcentajes de inhibicion

antes mencionados.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp por efecto de
extractos de Flourensia cernua D.C.

Efecto de concentraciones.- En la figura 4. se puede apreciar el efecto de las
concentraciones de los cuatro extractos evaluados, en la que se observa que P. cichorii fue

inhibida con mayor intensidad a la concentracion mayor de los extractos en estudio, la cual fue
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de 4000 ppm con una inhibicion de 45.90 %, demostrando un efecto de inhibicion superior al
resto de las concentraciones, la prueba de tukey (P = 0.05) expresa que existe diferencia
significativa entre las concentraciones, teniendo que a mayor concentracion mayor el efecto de

inhibicién.
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp por efecto de las
concentraciones de extractos de hojas de Flourensia cernua D.C.

Efecto de la interaccion de los extractos y las concentraciones.

Los resultados desglosados por tratamiento de los cuatro extractos aplicados sobre P.
cichorii se muestran en el cuadro 5, en el cual se presenta el comportamiento de los diferentes
extractos con las concentraciones en estudio, donde se aprecia que el mejor extracto en la
inhibicién de UFC/mL fue nuevamente el hexanico el cual mostrd tener una eficiencia del
83.96 % a la concentracion 4000 ppm, seguidos de los extractos etandlico y etéreo que
manifiestan tener un efecto similar entre ellos a la misma concentracién de 4000 ppm con un
porcentaje de 52.17 % y 47.48 % de inhibicion respectivamente. Por Gltimo tenemos que el
extracto de la mezcla metanol:cloroformo es el que no presenta inhibicion alguna en todas sus
concentraciones exceptuando la de 1000 ppm con un erratico 6 % de inhibicion debiéndose

este al posible manejo del organismo. Es de enfatizar que la concentracion de 2000 ppm de los
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extracto hexanico y etandlico también manifiesta un notorio efecto de inhibicion menor con un

44. 34 y 43.04 % respectivamente.

Cuadro 5. Interaccion de extractos de Flourensia cernua D.C. y sus concentraciones en el
porcentaje de inhibicion de las UFC/mL de Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp.
a 24 h de incubacion.

Extractos Concentraciones % Inhibicion Tukey (P=0.05)

Factor A Factor B UFC/mL. * Extracto Concentracion
Hexano 500 1.89 a
Hexano 1000 26.41 C ab
Hexano 2000 44.34 b
Hexano 4000 83.96
Eter 500 0.00 a
Eter 1000 12.95 A ab
Eter 2000 17.27 b
Eter 4000 47.48
Etanol 500 18.70 a
Etanol 1000 20.87 A ab
Etanol 2000 43.04 b
Etanol 4000 52.17 c
Metanol:Cloroformo 500 0.00 a
Metanol:Cloroformo 1000 6.77 A b
Metanol:Cloroformo 2000 0.00 a
Metanol:Cloroformo 4000 0.00 a

* Presenta datos negativos = 0 % inhibicion.

Discusion General
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Extractos.- Los datos de los porcentajes de inhibicion de las UFC/mL de las tres
especies de bacterias evaluadas con los cuatro extractos en estudio, se presentan en el cuadro 6
donde se aprecia que los porcentajes de inhibicion de los extractos sobre las tres bacterias en
estudio, indican que el mejor efecto de inhibicion se manifiesta sobre X. campestris pv.
phaseoli con el hexanico y el etéreo con una inhibicion del 61.50 % y 16.98 %
respectivamente. Es de enfatizar que aunque no se tienen estudios del efecto de extractos F.
cernua en bacterias fitopatogenas Molina ef al. (2006) reportan una actividad bactericida sobre
Mycobacterium. tuberculosis, 1o que concuerda con los resultados obtenidos en el presente

estudio con X. campestris pv. phaseoli y P. cichorri.

Los extractos mencionados anteriormente nuevamente exhiben un efecto sobre la
bacteria P. cichorii aunque es menor esta inhibicion con un 39.15 y 19.42 9% respectivamente,
y el etanolico con 33.7%. Por otro lado la bacteria E. carotovora pv. atroseptica manifiesta
limitada sensibilidad a los efectos de los extractos evaluados, el etanolico presenta la mejor
accion sobre la especie con un limitado 8.40 % de inhibicion de las UFC/mL de esta bacteria.
En cuanto a la mezcla metanol-cloroformo tenemos que el efecto es practicamente nulo sobre

las tres especies de bacterias evaluadas siendo este por ende el que menor eficiencia presenta.

Cuadro 6. Concentracion de porcentajes de inhibicion de las unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) del factor A (extractos) para las tres especies de bacterias evaluadas.

% Inhibicion UFC/ml.
Extractos Xanthomonas Erwinia Pseudomonas
campestris pv. phaseoli.  carotovora pv. atroseptica Cichorii
Hexano 61.51 543 39.15
Eter 16.98 4.56 19.42
Etanol 4.05 8.40 33.7
Metanol:Cloroformo 4.36 5.07 1.69

Concentraciones.- En el cuadro 7 se presentan los porcentajes de inhibicion de UFC

de las especies de bacterias por efecto de las concentraciones de los cuatro extractos
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evaluados, al hacer una comparacion de la eficiencia de estos, se tiene que a mayor
concentracion es mayor el efecto de los mismo en comparacion con el testigo absoluto. En
caso del testigo convencional inhibid el 100 % de control de las UFC en las tres bacterias. Las
concentraciones de 4000 ppm manifiestan tener la mayor acciéon sobre las especies de X.
campestris pv. phaseoli y P. cichorii, en cambio a 2000ppm se reduce alrededor del 40% en
estas dos especies. Para E. carotovora pv. atroseptica se presenta una inhibicion limitada en
todas las concentraciones evaluadas de los extractos lo que concuerda con el cuadro 6 en

donde se muestra que los extractos tiene efecto limitado sobre esta bacteria.

Cuadro 7. Concentracion de porcentajes de inhibicion de las unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) del factor B (concentracion) para las tres especies de bacterias

evaluadas.
(UFC/mL)
Xanthomonas Erwinia Pseudomonas
Concentracion Campestris pv. phaseoli. carotovora pv. atroseptica cichorii
Testigo 0 0 0
Oxitetraciclina 48ppm 100 100 100
500 ppm 9.91 5.38 5.15
1000 ppm 12.89 3.61 16.75
2000 ppm 23.95 4.34 26.16
4000 ppm 40.17 10.12 45.9

A la fecha son escaso los estudios de extractos naturales sobre bacterias por lo que los
resultados de este trabajo abren las posibilidades para continuar es esta linea de investigacion,
ya sea incrementando las concentraciones para tener un mayor efecto o buscar la posibilidad
de realizar una mezcla de las extracciones que manifiestan un mejor efecto de inhibicion del
crecimiento colonial, no solo para las bacterias estudiadas si no para otras bacterias

fitopatdgenas de importancia econdmica.

CONCLUSIONES
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Los extractos de F. cernua, hexanicos, etéreos y etandlicos tienen un efecto de

inhibicidn variable de las UFC sobre las tres bacterias en estudio.

Para el caso de las X. campestri pv. phaseoli el extracto que manifestod el mayor efecto
de inhibicion de las UFC fue el hexanico a 4000 y 2000 ppm con 82.51 y 74. 77 % y el
extracto etéreo con 63.44 % a 4000 ppm.

Para el caso de las E. caratovora pv atroseptica no presentd sensibilidad en los cuatro
extractos aplicados en sus diferentes concentraciones, aunque en el hexanico a 4000 ppm

alcanza un 21.73 %.

Para el caso de las P. chicorii el mas eficiente fue el extracto hexanico con 83.96 %,

etéreo 47.48 % y etanodlico con un 52.17 a la concentracion de 4000 ppm.

La oxitetraciclina a 48 ppm inhibi6 el 100 % de las UFC de las tres especies de

bacterias.

El extracto hexanico es el que manifiesta la mejor eficiencia en las tres especies de

bacterias a 4000 ppm, pero muy limitada en caso de la Erwinia.
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APENDICE

Cuadro 1. Inhibiciéon de los extractos de Flourensia cernua D. C. obtenidos con diferentes
disolventes sobre Xanthomonas campestris pv phaseoli (Smith) Dye, tomados a las
72 h de incubacion.



* Numero de unidades formadoras de colonias.
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Concentracion

Repeticiones *

SOLVENTE (ppm) | I e v Promedio % Inhibicion
0 628 772 448 736 646 .0
Solvente 5 mL 508 904 370 692  618.5 4.26
Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0 100
HEXANO 500 432 226 480 484  405.5 37.23
1000 392 344 228 288 313 51.55
2000 132 195 163 162 163 74.77
_______________________________ 4000 98 106 204 44 113 8251
0 566 546 716 672 625 0
Solvente 5 mL 570 560 536 854 630 -0.80 =0 **
Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0 100
ETER 500 548 456 764 672 610 2.40
1000 516 908 408 792 656 -4.96=0
2000 576 580 476 816 612 2.08
_______________________________ 4000 222 180 300 212 2285 6344
0 450 470 460 392 443 0
Solvente 5 mL 520 568 510 572 5425 -22.460=0
Ocxitetraciclina 48 0 0 0 0 0 100
ETANOL 500 484 412 364 562 4555 -2.82=0
1000 488 495 504 498 496.25 -12.02=0
2000 420 354 370 602  436.5 1.47
_______________________________ 4000 398 418 364 331 37775 1473
0 700 420 588 480 547 0
Solvente 5 mL 840 641 524 556  640.25 -17.048
METANOL: Okitetraciclina48 0 0 0 0 0 100
CLOROFORMO 500 624 684 576 876 690 -26.14=0
2000 424 592 490 300 4515 17.46
4000 612 424 780 372 547 0

** Presenta datos negativos = 0 % inhibicion.

Cuadro 2. Analisis de varianza de la inhibicion de Xanthomonas campestris pv. phaseoli
(Smith) Dye por efecto de extracto y concentracion de Flourensia cernua D.C.
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FV GL SC CM FC P>F
Extracto 3 474555.455  158185.152 14.29  <.0001
concentracion 5 3431145.263  686229.053 62.01  <.0001
Extracto*Concentracion 15 849009.236 56600.616 5.11  <.0001
Error 69 763546.500 11065.891
Total 92 5648344.731
C.V.=2741

Cuadro 3. Comparaciéon de medias por Tukey (P=0.05) del factor A (extractos) de Flourensia
cernua D.C sobre la inhibicion de Xanthomonas campestris pv. phaseoli. (Smith)

Dye
Extracto UFC
Eter 455.25 A
Metanol:Cloroformo 372.58 AB
Etanol 368.17 B
Hexano 273.42 C

Nivel de significancia = 81.36

Cuadro 4. Comparaciéon de medias por Tukey (P = 0.05) del factor B (concentracion) de
extractos de Flourensia cernua D.C. sobre la inhibicion de Xanthomonas
campestris pv. phaseoli (Smith) Dye.

Concentracion UFC
0 565.25 A
500 540.25 A
1000 483.15 AB
2000 415.75 BC
4000 316.56 C
Oxitetraciclina 0 D

Nivel de significancia =111.1

Cuadro 5. Inhibicidon de extractos de Flourensia cernua D.C. obtenidos con diferentes
solventes sobre Erwinia carotovora pv atroseptica (Van Hall) Dye tomados a las
24 h de incubacion.
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Concentracion Repeticiones *
SOLVENTE Promedio % Inhibicion
i (ppm) I R Y
0 46 93 86 38 7825 0
Solvente 5 ml 58 78 81 73 72.5 735
HEXANO Ocxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.00 100
500 87 113 88 92 95 -21.41 = 0 ***
1000 101 113 100 102 104 -3291=0
2000 72 87 82 106 86.75 -10.86=0
____________________________ 4000 48 70 60 67 6125 2173
0 48 50 72 57 56.75 0
Solvente 5 ml. 57 62 55 53 56.75 0
Ocxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.00 100
ETER 500 44 57 50 51 50.5 11.01
1000 49 68 36 62 5375 5.29
2000 47 55 53 76 5775 -1.76=0
____________________________ 4000 28 7168 51 545 396
0 184 192 188 222 196.5 0
Solvente 5 ml. 172 139 150 184 161.25 17.94
Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.00 100
ETANOL 500 188 211 156 195 187.5 4.58
1000 162 175 206 199 1855 5.60
2000 167 164 184 165 170 13.49
____________________________ 4000 164 166 186 192 177992
0 188 155 163 168 1685 0
Solvente 5 ml. 165 119 139 170 148.25 12.02
Ocxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.00 100
CI%)]?{TOAFI\(I)CI)QK/‘IO 500 160 145 158 171 158.5 5.93
1000 171 152 162 165 162.5 3.56
2000 174 150 163 161 162 3.86
4000 160 162 159 160 160.25 4.90

*

Numero de unidades formadoras de colonias.
** El andlisis estadistico se realizd por separado para hexano y metanol:cloroformo (1:1),
etanol y eter por correr bioensayos separados.

*#%* Presenta datos negativos = 0 % inhibicién.

Cuadro 6. Analisis de varianza de la inhibicién de Erwinia carotovora pv. atroseptica (Van
Hall) Dye por efecto de extractos y concentraciones de Flourensia cernua D.C.



Ixxvi

v GL SC CM FC P>F
Extracto 1 7701.33333 7701.33333  49.84  <.0001
Concentracién 5 34483.16667 6896.63333  44.63  <.0001
Extracto*Concentracion 5 400691667 801.38333  5.19  0.0001
Error 36 5562.50000 154.51389
Total 47 51753.91667
C.V.=2135

Cuadro 7. Comparacion de medias por Tukey (P = 0.05) del factor A (extractos) de Flourensia
cernua D.C sobre la inhibicién de Erwinia carotovora pv. atroseptica (Van Hall)

Dye.
Extracto UFC
Hexano 70.88 A
Metanol:Cloroformo 45.55 B

Nivel de significancia = 7.28

Cuadro 8. Comparacion de medias por Tukey (P = 0.05) del factor B (concentraciones) de
extractos de Flourensia cernua D.C. sobre la inhibicién de Erwinia carotovora pv.
atroseptica (Van Hall) Dye.

Concentracion UFC.
1000 78.88 A
500 72.75 AB
2000 72.25 AB
0 67.50 AB
4000 57.88 B
Oxitetraciclina 0 C

Nivel de significancia = 18.70

Cuadro 9. Anélisis de varianza de la inhibicion de Erwinia carotovora pv. atroseptica (Van
Hall) Dye por efecto de extractos y concentraciones de Flourensia cernua D.C.
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FV GL SC CM FC P>F
Extracto 1 3657.5208 3657.5208 21.78 <.0001
concentracion 5 200397.1042 40079.4208 238.70 <.0001
Extracto*Concentracion 5 1339.6042 267.9208 1.60 0.1862
Error 36 6044.7500  167.9007
Total 47 211438.9792
C.V.=8.90

Cuadro 10. Comparaciéon de medias por Tukey (P = 0.05) del factor A (extractos) de
Flourensia cernua D.C sobre la inhibicion de Erwinia carotovora pv.
atroseptica (Van Hall) Dye.

Extracto UFC
Etanol 15275 A
Eter 135.29 B

Nivel de significancia = 7.59

Cuadro 11. Comparacion de medias por Tukey (P = 0.05) del factor B (concentraciones) de
extractos de Flourensia cernua D.C. sobre la inhibicion de Erwinia carotovora
pv. atroseptica (Van Hall) Dye.

Concentracion UFC
0 182.50 A
1000 174.00 A
500 173.00 A
4000 168.63 A
2000 166.00 A
Oxitetraciclina 0 B

Nivel de significancia = 19.49

Cuadro 12. Inhibicién de los extractos de Flourensia cernua D.C. obtenidos con diferentes
disolventes sobre Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp tomados a las 24 h de
incubacion.
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SOLVENTE Concentracion Repeticiones * Promedio % Inhibicion.
(ppm) I II I
0 67 50 46 49 53.0 0.00
Solvente 5 ml 63 52 63 72 62.5 -17.92=0 **
HEXANO Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.00 100
500 62 38 61 47 52.0 1.887
1000 23 36 57 40 39.0 2641
2000 35 5 39 39 29.5 44.34
4000 17 4 7 8.5 83.96
'''''''''''''''''''''''''''''''''''' 0 6 55 73 81 695 000
Solvente 5 mL 63 56 85 78 70.5 -144=0
Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0.0 100.00
ETER 500 90 95 84 77 86.5 -2446=0
1000 63 70 46 63 60.5 12.95
2000 62 58 38 72 575 17.27
4000 59 14 31 42 36.5 47.48
'''''''''''''''''''''''''''''''''''' 0 45 54 74 57 575 000
Solvente 5 mIL 56 64 62 50 58.0 -0.87=0
Oxitetraciclina 48 0 0 0 0 0 100
ETANOL 500 48 37 54 48 46.75 18.70
1000 47 44 37 54 45.5 20.87
2000 32 38 38 23 32.75 43.04
4000 27 28 23 32 27.5 5217
'''''''''''''''''''''''''''''''''''' 0 54 39 49 50 48 000
Solvente 5 mL 50 63 75 65 63.25 -31.77=0
METANOL:  Ocxitetraciclina 48 0 0 0 0 0 100
CLOROFORMO 500 66 69 63 66 66 -37.50=0
1000 45 59 36 39 4475 6.77
2000 37 50 48 65 50 -4.17=0
4000 68 43 53 37 50.25 -4.69=0

* Numero de unidades formadoras de colonias.
** Presenta datos negativos = 0 % inhibicion.

Cuadro 13. Analisis de varianza de la inhibicién de Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp por
efecto del extracto y concentracion de Flourensia. cernua D.C.



Ixxix

FV GL SC CM FC  P>F
Extracto 3 6396.45833 2132.15278 21.80 <.0001
Concentracion 5 40917.87500 8183.57500 83.68  <.0001
Extracto*Concentracion 15 527029167  351.35278  3.59  0.0001
Error 72 7041.00000  97.79167

Total 95  59625.62500

C.V.=24.68

Cuadro 14. Comparacion de medias por Tukey (P = 0.05) del factor A (extractos) de
Flourensia cernua D.C. sobre la inhibicion de Pseudomonas cichorii (Swingle)

Stapp.
Extracto UFC
Eter 51.75 A
Metanol:Cloroformo 43.17 B
Etanol 35.00 C
Hexano 3033 C

Nivel de significancia = 7.51

Cuadro 15. Comparacion de medias por Tukey (P = 0.05) del factor B (concentraciones) de
extractos de Flourensia cernua D.C. sobre la inhibicion de Pseudomonas cichorii

(Swingle) Stapp.

Concentracion Medias UFC/ml.

500 62.81 A

0 57.00 AB

1000 47.44 BC
2000 42.44 C
4000 30.69 D
Oxitetraciclina 0 E

Nivel de significancia = 10.24



